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Akt Proteinkinase B 
CCC cholangiozelluläres Karzinom 




DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
Erk `extracellular-signal regulated kinases´ 
FCS `fetal calf serum´ 
FGF `fibroblast growth factor´ 
FOX Forkhead-Box-Proteine 
G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor 
HCC hepatozelluläres Karzinom 
HGF `hepatocyte growth factor´ 
iCCC intrahepatische cholangiozelluläres Karzinom 




KM Konditioniertes Medium 
MCP Monozyten Chemotaxis Protein 
MEK `mitogen-activated protein-kinase kinase´ 
MIF Makropagen Migration inhibierender Faktor 
MPA Mycophenolsäure 
mRNA messenger RNA 
mTOR `mechanistic target of Rapamycin´ 
mTORC `mechanistic target of Rapamycin Complex´ 
MW Mittelwert 
oLTX orthotope Lebertransplantation 
pAkt phophorylierte Proteinkinase B 
PBS phosphate buffered saline 
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pCCC peripheres cholangiozelluläres Karzinom 
PDGF `platelet-derived growth factor´ 
pErk phosphorylierte `extracellular-signal regulated kinase´ 
phCCC perihiläres cholangiozelluläres Karzinom 
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 
pSTAT phophorylierter `signal transducers and activators of transcription´ 
Raf `rapidly accelerated fibrosarcoma protein´ 
Ras `rat sarcoma protein 
RIPA `radioimmunoprecipitation Assay´ 
RNA Ribonukleinsäure 
RPMI Roswell Park Memorial Institute Kulturmedium 
SD Standardabweichung 
SDF `stromal derived factor´ 
STAT `signal transducers and activators of transcription´ 
TAF Tumor assoziierte Fibroblasten 
TBS Tris-buffered saline 
TGF `transforming growth factor´ 
TRAIL `tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand´ 




1.1 Das cholangiozelluläre Karzinom 
Das cholangiozelluläre Karzinom (CCC) ist einer der häufigsten histologischen Typen primärer 
Lebertumoren und ist weltweit im Mittel für etwa 15 % aller primären Lebertumore verantwortlich 
(Parkin et al., 1993). Als Ausgangsgewebe des Tumors wird dabei allgemein das Epithel des biliären 
Gangsystem angesehen, wobei einzelne Studien auch einen alternativen hepatozellulären Ursprung 
diskutieren (Fan et al., 2012; Sekiya & Suzuki, 2012). Prinzipiell kann man die cholangiozellulären 
Karzinome nach ihrer anatomischen Herkunft in intrahepatische (iCCC), perihiläre (phCCC) und 
periphere Karzinome (pCCC) einteilen. Im engeren Sinne werden nur Tumore des intrahepatischen 
Gangsystems als cholangiozelluläre Karzinome betrachtet, klinisch lassen sich jedoch häufig 
intrahepatische Tumore nicht immer eindeutig von extrahepatischen Tumoren im Bereich der 
Hilusregion oder Hepatikusgabel, sogenannten Klatskin-Tumoren, unterscheiden. Zwar kommt das 
cholangiozelluläre Karzinom insgesamt deutlich seltener vor als das hepatozelluläre Karzinom (HCC), 
jedoch konnte in den letzten Jahrzehnten auch in der westlichen Welt eine zunehmende Inzidenz 
beobachtet werden (Khan et al., 2002; Shin et al., 2010). Die Inzidenzen variieren dabei regional stark. 
Die höchsten Raten werden aus Südostasien mit bis zu 71,3 pro 100.000 Einwohner, und die 
niedrigsten aus Australien mit 0,1 pro 100.000 Einwohnern berichtet. In Europa schwanken die 
berichteten Raten zwischen 0,4 und 1,8 pro 100.000 Einwohner (Khan et al., 2012; Shaib & El-Serag, 
2004).  
Bei dem Großteil der Patienten, die ein Gallengangskarzinom entwickeln, kann kein direkter 
auslösender Faktor identifiziert werden. Jedoch wird durch das Vorliegen chronischer Inflammation 
die Entwicklung eines CCC begünstigt. Erkrankungen die zu solchen Entzündungen führen sind die 
primär sklerosierende Cholangitis, hepatobiliäre Parasitosen (durch Oposthorchis viverrini oder 
Clonorchis sinensis), eine Hepatocholedocholithiasis, das Caroli Syndrom oder die Exposition 
gegenüber dem Kontrastmittel Thorotrast. Auch virale Hepatitiden und Zivilisationserscheinungen wie 
zunehmendes Übergewicht, Diabetes mellitus  sowie Tabak und Alkoholkonsum werden als weitere 
mögliche Risikofaktoren diskutiert (Bergquist & Von Seth, 2015; Blechacz, 2017). 
Als einzige kurative Therapieoption existiert bislang nur die chirurgische Resektion der gesamten 
Tumormasse mit oder ohne zusätzlicher Radiochemotherapie. Dies ist jedoch aufgrund der meist erst 
spät im Krankheitsverlauf auftretenden Symptome und der damit verbunden Diagnose im 
fortgeschrittenen Stadium nur selten möglich (Blechacz et al., 2011). Aggressivere chirurgische und 
strahlentherapeutische Techniken haben zwar zu einer Verbesserung der R0-Resektionsrate 
beigetragen. Die Rezidivraten von bis zu 74% sowie Fünf-Jahres-Überlebensraten von maximal 33% 
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sind aber weiterhin Grund für die schlechte Prognose der Erkrankung (Ebata et al., 2012; Endo et al., 
2008; Mihalache et al., 2010; Miwa et al., 2006). 
 
1.2 Das entzündliche Tumorstroma 
Der Zusammenhang zwischen Inflammation und Tumorentstehung sowie Tumorwachstum ist schon 
lange bekannt. Dieser wurde bereits von Rudolf Virchow vor 150 Jahren beschreiben. Wie das 
cholangiozelluläre Karzinom entstehen auch viele andere Tumore häufig auf dem Boden einer 
chronischen Entzündung (O’Hayre et al., 2008). Beim CCC kann dieser Entzündungsreiz zum Beispiel 
durch eine primär sklerosierende Cholangitis oder eine parasitäre Infektion ausgelöst werden (Shaib & 
El-Serag, 2004). Durch die lokale Schädigung des Gewebes kommt es zu einer Inflammationsreaktion 
mit Infiltration von unter anderem Lymphozyten, Monozyten und mesenchymalen Stammzellen 
(Sansone & Bromberg, 2011). Kennzeichen dieses Prozesses ist der Umbau der extrazellulären Matrix, 
die Ausbildung neuer Gefäße und der regelhafte Stopp des Vorgangs nach abgeschlossener 
Reepithelialisierung. Bei der Entstehung eines Malignoms ist dieser Vorgang gestört. Der Umbau 
erfolgt hier ohne zeitliche Limitation und überschreitet auch räumliche Grenzen. Die Tumormasse des 
CCCs besteht aus einer Mischung aus Karzinomzellen, Stromazellen wie Fibroblasten oder 
Endothelzellen sowie eingewanderter Immun- und Progenitorzellen (Gentilini et al., 2018). Dieses 
Mischgewebe aus Tumorzellen, eingewanderten Zellen und tumorcharakteristisch veränderter 
Extrazellulärmatrix mit einer ausgeprägten Kollagendisposition wird auch als desmoplastisches 
Tumorstroma bezeichnet. Neben diversen Zellen der angeborenen Immunantwort wie Makrophagen, 
natürlichen Killer Zellen oder dendritischen Zellen sowie adaptiven Immunzellen wie 
tumorinfiltrierenden Lymphozyten finden sich in diesem Gewebe auch tumorassoziierte Fibroblasten 
(TAFs). Diese sollen im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit genauer betrachtet werden. 
Es wird diskutiert, dass TAFs im Tumorgewebe das Mikroumfeld beeinflussen und damit zum weiteren 
Tumorwachstum und zur Invasion der Tumorzellen beitragen. Außerdem sollen sie ein Grund für die 
häufigen Medikamentenresistenzen von CCCs sein. All diese Funktionen sollen im Verbund mit 
anderen, assoziierten Zellen durch ein Netzwerk von parakrinen Signaltransduktionswegen vermittelt 
werden (Affo et al., 2017; Gentilini et al., 2018). So konnte bereits gezeigt werden, dass die 
Anwesenheit von TAFs im Tumorstroma cholangiozellulärer Karzinome mit einer schlechteren 
Prognose vergesellschaftet ist (Chuaysri et al., 2009; Sirica, 2012). Dabei bleibt der genaue Ursprung 
der TAFs unklar. Es wird davon ausgegangen das die TAFs aus hepatischen Sternzellen, 
gewebeständigen Fibroblasten oder eingewanderten Progenitorzellen aus dem Knochenmark aktiviert 
werden. Des Weiteren wird ein Ursprung durch epitheliale-mesenchymale Transition aus 
Cholangiozyten diskutiert (Brivio et al., 2017). Im Verlauf differenzieren diese Fibroblasten zu 
3 
 
Myofibroblasten, welche als ein charakteristisches Merkmal `α–smooth muscle aktin´ (αSMA) 
exprimieren (Wels et al., 2008). Dabei spielen eine Vielzahl von löslichen Mediatoren, welche sowohl 
von neoplastischen als auch von nicht-neoplastischen Zellen im Tumorstroma produziert werden, eine 
entscheidende Rolle für die Daueraktivität der TAFs (Östman & Augsten, 2009). Es entsteht ein sich 
selbst unterhaltendes System. 
 
1.3 Bedeutung löslicher Mediatoren und ihre Signalwege im Tumorstroma von CCCs 
Bei der Entwicklung eines Tumors spielen eine Vielzahl von löslichen Botenstoffen sowie deren 
entsprechende Rezeptoren und nachgeschalteten, intrazellulären Signalwege eine entscheidende 
Rolle. Auch bei der entzündungsabhängigen Karzinogenese des cholangiozellulären Karzinoms ist dies 
zu beobachten. Entsprechende Moleküle umfassen Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren wie 
zum Beispiel Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), stromal derived factor-1 (SDF-1, CXCL12), CXCL14, 
platelet-derived growth factor (PDGF),  transforming growth factor β (TGF-β), fibroblast growth factor 
(FGF), hepatocyte growth factor (HGF), granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), 
und insulin-like growth factor (IGF-1) (Östman & Augsten, 2009; Sirica, 2012; Thongchot et al., 2018). 
Das dies auch von klinischer Bedeutung ist konnte bereits gezeigt werden. So fanden sich in Proben 
von hochmalignen CCCs Überexpressionen von proinflammatorischen Molekülen wie Interleukin-6 
und CXCR4 (Andersen et al., 2012). 
Es ist bekannt, dass oben genannte Mediatoren ihre Wirkung in diversen Zellentypen über 
unterschiedliche Signaltransduktionswege vermitteln können. Kaskaden die hier eine Rolle spielen sind 
unter anderem der JAK/STAT-Weg, der JAK/Erk Weg oder der PI3K/Akt/mTOR Weg. Für diese drei 
Wege ist bekannt, dass sie die Gentranskription und Proteinsynthese beeinflussen und damit den 
Zellzyklusprogress, die Zellteilung, das Zellüberleben sowie den Metabolismus, die Invasion und die 
Angiogenese steuern. Die Aktivierung dieser Signalwege führt damit in verschiedenen Tumorzellen zu 
mehr Proliferation und Invasivität, bewirkt bei einigen Zellen einen Wechsel des Phänotypes hin zu 
mesenchymalen Differenzierungen und bietet damit auch Angriffspunkt für moderne 
Therapiekonzepte (Azare et al., 2011; Groner & von Manstein, 2017). Abbildung 1 zeigt eine 
vereinfachte Darstellung der durch parakrine Mediatoren beeinflussten Signalwege in CCC-
Tumorzellen. 
Bei CCC-Zellen wurde beobachtet, dass über SDF-1/CXCR4 vermittelt eine zunehmende Migration 
abhängig von der Aktivierung von Erk1/2 und Akt auftritt (Gentilini et al., 2012). Dieser Effekt kann 
auch Interleukin-6 vermittelt, beobachtet werden (Thongchot et al., 2018). Weiterhin ist bekannt, dass 
Myofibroblasten über die Aktivierung von Erk und STAT3 die Progression von CCC-Zellen fördern 
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(Clapéron et al., 2013) und ein erhöhte Aktivität des PI3K/Akt-Signalweges beim CCC zu einer höheren 
Rate an Metastasierungen führt (Yothaisong et al., 2013). Auch bei der medikamentösen Therapie des 
CCC finden diese Signalwege immer mehr Beachtung und könnten sich als mögliche, die chirurgische 














Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der durch parakrine Mediatoren beeinflussten Signalwege in CCC-
Tumorzellen und ihre Wirkung. Von TAFs werden Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren 
sezerniert. Diese binden an spezifische Rezeptoren auf CCC-Tumorzellen und aktivieren über 
Januskinasen (JAK) `signal-transducer-and-activators-of-transcription´ (STATs) oder über den Ras-Raf-
MEK-Weg `extracellular-signal-regulated-kinases´ (Erk). Über Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) wird 
unter anderem direkt oder über den `mechanistic-target-of-rapamycin-complex-2´ (mTORC2) die 
Proteinkinase B (PKB oder Akt) aktiviert und damit zum einen direkt zum anderen über den 
`mechanistic-target-of-rapamycin-complex-1´ (mTORC1) die Gentranskription gesteuert. Dies kann 
ebenso wie die Aktivierung über STATs und Erk in einer gesteigerten Proliferation, Invasivität sowie 
eine erhöhte Medikamentenresistenz der Tumorzellen resultieren. 
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1.4 Lebertransplantation beim CCC 
Es ist gut dokumentiert, dass der wichtigste Prognosefaktor für das phCCC das Erreichen einer 
kompletten Resektion mit tumorfreiem Schnittrand ist. Leider kann dies nur in einem Bruchteil der 
Fälle erreicht werden (Jarnagin et al., 2001). Frühe Versuche der orthotopen Lebertransplantation 
(oLTX) für Patienten mit CCC im letzten Jahrhundert wurden aufgrund sehr schlechter Resultate rasch 
wieder aufgegeben. Dank neuer, deutlich strikterer Auswahlkriterien der Patienten sowie eines 
begleitenden neoadjuvanten Radiochemotherapieprotokolls konnte jedoch in den letzten Jahrzehnten 
durch die oLTX eine vielversprechendere Prognose erreicht werden (Sapisochín et al., 2015). Eine 
Verbesserung der Fünf-Jahres-Überlebensraten auf bis zu 82% wurden dokumentiert (Schmeding & 
Neumann, 2013). Hierbei wurden Patienten mit lokal nicht-resektablem phCCC im frühen Stadium 
nach dem Mayo-Klinik Protokoll behandelt (De Vreede et al., 2000; Gores et al., 2013). Diese guten 
Überlebensraten zeigen eine deutliche Überlegenheit der oLTX gegenüber dem sonst üblichen 
palliativen Therapieansatz in dieser Patientengruppe (Gores et al., 2007). Durch eine Kombination der 
oLTX mit neoadjuvanter Radiochemotherapie kann das postoperative, rezidivfreie Überleben weiter 
verbessert werden (Darwish Murad et al., 2012). 
Basierend auf den genannten Daten werden durch das aktuelle deutsche Transplantationsgesetz 
Lebertransplantationen beim CCC in engen Rahmen unterstützt. Entsprechend der Richtlinien der 
Bundesärztekammer ist eine Listung zur Lebertransplantation bei CCC möglich sofern: 1. Biliäre 
Strikturen in der Cholangiographie sowie der Nachweis einer Neoplasie in der Biopsie oder Zytologie 
erfolgt, 2.  der Tumor technisch oder aufgrund der Lebererkrankung nicht resezierbar ist, 3.  die Läsion 
sich im CT beziehungswiese MRT mit einem Durchmesser unter 3 cm darstellt und 4.  keine intra- oder 
extrahepatischen Metastasen im CT/MRT von Thorax und Abdomen, sowie keine Beteiligung 
regionaler Lymphknoten nachweisbar ist. Außerdem sollen die Transplantationen im Rahmen 
prospektiver Studien erfolgen (Bundesärztekammer, 2019).  
Zur Zeit gilt die Diagnose eines iCCA hingegen aufgrund weiterhin hoher Rezidivraten und kurzer 
Überlebenszeiten in den meisten Lebertransplantationszentren weltweit weiterhin als 
Kontraindikation (Bridgewater et al., 2014). Neuere Studien legen aber nahe, dass sich diese 
kategorische Ablehnung gegebenenfalls ändern könnte. So wurde beobachtet, dass bei Patienten die 
im Rahmen eines hepatozellulären Tumors (HCC) eine Lebertransplantation erhielten, sich 
histologische jedoch ein iCCC oder Mischtyp aus HCC und CCC herausstellte, ebenso einen deutlichen 
Zugewinn der mittleren, rezidivfreien- Überlebenszeit zu verzeichnen war (Machairas et al., 2019; 
Sapisochin et al., 2014).  
Jedoch muss gerade im Hinblick auf den Mangel an Spenderorganen sowie die hohe Ko-Morbidität, 
die mit einer Organtransplantation einhergeht, der Gesamtnutzen einer Lebertransplantation bei CCC-
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Patienten abgewogen werden. Der Empfehlung der Bundesärztekammer des Einschlusses aller 
transplantierten Patienten in prospektive Studien kann man sich in Anbetracht der bislang noch immer 
geringen Datenlage jedoch nur anschließen. Eine standardmäßige Erfassung der verwendeten 
Immunsuppression erfolgt bislang jedoch noch nicht. 
 
1.5 Die Rolle von immunsuppressiver Therapie nach oLTX beim CCC 
In den letzten Jahren sind verschiedene neue Wirkstoffe zur systemischen Therapie beim CCC in 
Erprobung  (Massironi et al., 2020). Angesichts der besseren Überlebenszeiten wird die orthotope 
Lebertransplantation bei sonst inoperablen phCCC als mögliche, experimentelle Behandlungsoption 
zwar selten, aber durchaus alternativ durchgeführt (Gulamhusein & Sanchez, 2015). Wie bei jeder 
Organtransplantation muss sich an die erfolgreiche Operation eine suffiziente Immunsuppression zur 
Prävention einer Abstoßungsreaktion anschließen. Medikamente die dabei Verwendung finden sind 
unter anderen Kortikosteroide, Calcineurininhibitoren wie Tacrolimus oder Cyclosporin A (CsA), 
Inhibitoren der Monophosphat Dehydrogenase wie Mycophenolsäure (MPA) und deren Prodrugs, 
Inhibitoren des `mechanistic-target-of-rapamycin´ (mTOR) wie Sirolimus oder Everolimus, Interleukin-
2 Antagonisten wie Basiliximab sowie Anti-T-Zell-Antikörper (Gotthardt et al., 2014; Verna et al., 2020).  
Der Gebrauch immunsuppressiver Wirkstoffe bei Krebspatienten wird normalerweise vermieden. Dies 
ist der Vermutung geschuldet, dass durch deren Einsatz die Tumorprogression unterstützt wird. 
Dennoch haben verschiedene Wirkstoffe, die normalerweise in die Gruppe der Immunsuppressiva 
eingeordnet werden, in den letzten Jahren einen vielversprechenden Effekt in der Anti-Tumor-
Forschung gezeigt. Einer der besonderen Angriffspunkte für solche vorteilhaften Medikamente, die zur 
Immunsuppression nach Lebertransplantation eingesetzt werden können, ist mTOR. Die Aktivierung 
von mTOR führt unter anderem zu einer verstärkten Tumorprogression und Expression von 
Angiogenesefaktoren über die Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC2. Dabei führt die Aktivität 
mTORC1 zu einer direkten Induktion der Proteintranslation, der Synthese von Nukleotiden und 
aktiviert wiederum `Signal-transducer-and-activator-of-transcription´ (STAT3). mTORC2 kann selbst 
auch über Wachstumsfaktoren stimuliert werden und aktiviert wiederum die Proteinkinase B (PKB 
oder Akt). Dadurch tragen beide Komplexe zur Tumorgenese bei (Tian et al., 2019). Inhibitoren dieser 
Komplexe (Rapamycin und Rapamycin-Analoga) habe in den letzten Jahren bereits Verwendung in der 
Tumortherapie gefunden. Beispielsweise konnte durch deren Einsatz eine Reduktion der Progression 
von inoperablen Lebertumoren sowie eine Verlängerung des Langzeitüberlebens gezeigt werden (Ling 
et al., 2020; Okada et al., 2009; Rizell et al., 2008). In vitro wird unter anderem eine Reduktion der 
Motilität sowie im Tiermodel eine Reduktion der peritonealen Dissemination verschiedener CCC-
Zelllinien nach Einsatz von Rapamycin beobachtet (Hong et al., 2013). Ein Vertreter dieser 
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Wirkstoffklasse ist Everolimus. Dieser bietet als bereits zugelassenes Medikament schon seit einigen 
Jahrzehnten aufgrund seines positiveren pharmakokinetischen Profils und eines anderen 
Nebenwirkungsspektrums ein weiteres Werkzeug in der immunsuppressiven und Anti-Tumor Therapie 
(Faivre et al., 2006; Kirchner et al., 2004; ter Heine et al., 2018; Zhou & Huang, 2012). 
Eine weitere Wirkstoffklasse, die sich sowohl in der immunsuppressiven Therapie als auch durch 
antitumorale Effekte auszeichnet, sind Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) -Hemmer wie 
Mycophenolsäure (MPA) oder dessen Prodrug Mycophenolatmofetil. Durch die Blockade von IMPDH 
wird die De-novo-Synthese von Guanosin Nukleotiden und damit auch die DNA- und RNA-Synthese 
gehemmt (Allison & Eugui, 2005; Morath et al., 2006). IMPDH hat dabei zwei unterschiedliche 
Isoformen: IMPDH1 und IMPDH2. IMPDH1 wird hauptsächlich in normalen Leukozyten und 
Lymphozyten exprimiert und erklärt damit den immunsuppressiven Effekt von MPA. IMPDH2 hingegen 
wird vorwiegend in stark proliferierenden Zellen sowie Tumorzellen hochreguliert vorgefunden (Duan 
et al., 2018; Nagai et al., 1992). Dabei wird zum Beispiel in Kolonkarzinomzellen der Zellzyklusprogress 
durch eine Stimulation der Proteinkinase B (Akt) durch IMPDH2 vorangetrieben (Duan et al., 2018). 
Weiterhin wurde bereits beschrieben, dass IMPDH auch darüber hinaus als Zellzyklusregulator wirken 
kann, indem es Histongene unterdrückt und andere Transkriptionsfaktoren bindet (Kozhevnikova et 
al., 2012). Der Fakt, dass gerade IMPDH2 in verschiedenen Tumoren mit Zellproliferation, 
Differenzierung und Chemoresistenz assoziiert ist, macht es dabei zu einem interessanten Ziel 
möglicher Anti-Tumor Strategien (Fellenberg et al., 2007; Ishitsuka et al., 2005; Peñuelas et al., 2005). 
MPA konnte dabei in verschiedenen Studien sowohl in-vitro als auch in-vivo einen Effekt auf die 
Zellproliferation sowie auf die Induktion von Apoptose zeigen (Görtz et al., 1997; Takebe et al., 2006; 
Végso et al., 2007).  
Als eine der am häufigsten nach Lebertransplantation eingesetzten Immunsuppressiva sind die 
Calcineurininhibioren mit den Vertretern Tacrolimus oder Cyclosporin A (CsA) unersetzlich. Diese 
bilden intrazelluläre Komplexe mit Cyclophilin. Dieser Komplex hemmt die Proteinphosphatase 
Calcineurin, welche dadurch an der Dephosphorylierung von `nuclear factor of activated T-cells´ (NF-
AT) gehindert wird. NF-AT kann damit nicht mehr als Transkriptionsfaktor für die Synthese von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 4 (IL-4), Interferon γ und 
`transforming growth factor β´ (TGF-β) dienen. Eine Aktivierung durch antigenpräsentierende Zellen 
ist nicht mehr möglich (Jain et al., 1992; Marsland & Griffiths, 2002). Der Einfluss von 
Calcineurininhibitoren auf Tumorzellen wird hingegen kontrovers diskutiert. Fall-Kontrollstudien 
konnten einen Rückgang des Risikos für Rektumkarzinome und Mammakarzinome für Patienten unter 
Therapie mit Calcineurininhibitoren feststellen (Stewart et al., 1995, 1997). In  in-vitro Studien konnte 
außerdem ein Rückgang der Proliferation und Migration in Harnblasen- und Prostatatumorzellen 
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nachgewiesen werden (Kawahara, Kashiwagi, Ide, Li, Zheng, Ishiguro, et al., 2015; Kawahara, 
Kashiwagi, Ide, Li, Zheng, Miyamoto, et al., 2015). Im Gegensatz dazu stehen Untersuchungen bei 
Transplantationspatienten, bei denen ein erhöhtes Tumorrisiko, besonders für Hauttumore und 
Lymphome sowie Nierenzellkarzinomen festgestellt wurde (Fung et al., 2001; Tremblay et al., 2002). 
Außerdem wird Cyclosporin A auch direkt mit zunehmendem Tumorwachstum durch eine erhöhte 
Produktion von TGF-β, Interleukin 6 (IL-6) oder `vascular endothelial growth factor´ (VEGF) (Hojo et al., 
1999), die Aktivierung des G-Proteins Ras (Datta et al., 2009) sowie der Proteinkinase Akt (Han et al., 
2010) in Verbindung gebracht.  
Der Einfluss der immunsuppressiven Therapie mit Medikamenten dieser Wirkstoffgruppen auf das 
Zusammenspiel von CCC-Zellen und TAFs, gerade unter dem Blickwinkel einer möglichen 




















2 Arbeitshypothese und Zielsetzung 
Cholangiozelluläre Karzinome (CCC) weisen einen hohen Anteil an desmoplastischem Stroma auf. 
Durch das dort vorherrschende, entzündliche Tumormilieu mit der Ausschüttung 
proinflammatorischer Mediatoren durch tumorassoziierte Zellen kommt es zur Stimulation der 
Tumorzellen. Dies resultiert in einer beschleunigten Tumorprogression, einer verstärkten 
Tumorzellinvasion und einer Medikamentenresistenz gegenüber Chemotherapeutika. Zu diesen 
tumorassoziierten Zellen zählen unter anderem alpha-smooth-muscle Actin exprimierende, 
tumorassoziierte Fibroblasten (TAFs), welche in CCCs besonders zahlreich vorkommen. Weiterhin ist 
die Prognose aufgrund der häufig späten Diagnose in einem lokal nicht-resektabelem Stadium 
schlecht. Eine therapeutische Option, die sich bei Patienten mit phCCC ohne Metastasierung ergibt, ist 
die orthotope Lebertransplantation. Daran muss sich zwangsläufig eine immunsuppressive Therapie 
zu Prävention einer Abstoßungsreaktion anschließen. Die Wahl eines passenden Immunsuppressivums 
gestaltet sich dabei aufgrund des Nebenwirkungsspektrums schwierig und muss im individuellen 
Einzelfall angepasst werden. Die Wirkung dieser dennoch notwendigen, immunsuppressiven Therapie 
auf die CCC-Zellen sowie die TAFs ist dabei bislang noch wenig untersucht. 
Ziel dieser Arbeit soll es daher sein durch die Untersuchung zu den Effekten von immunsuppressiver 
Therapie auf CCCs und TAFs die Entscheidungsfindung für eines dieser Medikamente im Einzelfall, 
durch weitere Argumente bezüglich deren antitumoralen Effekte zu unterstützen. Zu diesem Zweck 
sollen primäre Fibroblasten aus Exzidaten von Patienten mit CCC isoliert und bezüglich ihrer Wirkung 
auf die zwei CCC-Zelllinien TFK-1 und HuCCT-1 hin untersucht werden. Zudem soll die Wirkung 
typischer Vertreter immunsuppressiver Therapie in diesem Setting auf die Proliferation und Invasion 
der CCC-Zellen betrachtet werden. Im Fokus dieser Arbeit sollen dabei der Calcineurininhibitor 
Cyclosporin A (CsA), der Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase Mycophenolsäure (MPA) 
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Antikörper  Spezies  Verdünnung  Lösungsmittel  Hersteller  












Anti mouse Dako 
EnVision+ System-HRP 
Labelled Polymer  
Ziege  gebrauchsfertig  keines  DAKO North America, 
Inc. (Carpinteria, CA, 
USA)  
Anti mouse IRDye 680 
IgG  
Ziege  1:10.000  0,5 % Milch  
TBS-T  
0,01% SDS  
LI-COR  
(Lincoln, USA)  
Phospho-Akt (Ser473) 
(193H12) mAb 









(E10) mAb    






Anti rabbit IRDye 
800CW IgG  
Ziege  1:10.000  0,5 % Milch  
TBS-T  
0,01% SDS  
LI-COR  
(Lincoln, USA)  
Panzytokeratin Klon 
KL1 mAb  




(Marseille, Frankreich)  
Phospho-Stat3 (Tyr705) 
Antibody  





ß-Actin mAb Klon AC-
15  
Maus  1:10.000  0.5% Milch  
In TBS-T  












6269) mAb  





(Santa Cruz, CA, USA)  
Α-Smooth Muscle actin 
(A5247) mAb  
Maus  1:800  AK-
Verdünnungs-
puffer  




3.3 Chemikalien und Reagenzien 
Reagenzien/Chemikalien Hersteller 
Accutase Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 
Aceton  Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)  
Aquatex Eindeckmittel  Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)  
Bromphenolblau  Serva (Heidelberg, Deutschland)  
BSA, Albumin Fraktion V  Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  
Complete Ultra protease inhibitor  ROCHE AG (Basel, Schweiz)  
DAB Chromogen (3,3’-Diaminobenzidine) Dako Denmark A/S (Glostrup, Dänemark)  
DMEM (Dulbeccos modified Eagle Medium)  Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland)  
DPBS (Dulbeccos Phosphate Buffered Saline)  Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  
DTT  Biomol (Hamburg, Deutschland)  
Eosin  Waldeck (Münster, Deutschland)  
FCS (fetales Kälberserum) Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  
GlutaMAX  Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  
Glycerol  Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland)  
Glycin  Carl Roth GmbH (Karlsruhge, Deutschland)  
Hämalaun (Mayer)  Waldeck (Münster, Deutschland)  
Hematoxylin  Dako Denmark, A/S (Glostrup, Dänemark)  
IGEPAL AL CA 630  Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland)  
Isopropanol Fischar (Sarbrücken, Deutschland) 
Kristallviolett  Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)  
Matrigel (Basement membrane Matrix)  BD Medical Systems (Franklin Lakes, New 
York, USA)  
Methanol  Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland)  
Milchpulver Blotting-Grade  Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  
NaCl  Avantor (Center Valley, USA)  




Peroxidase Blocking Solution S2023 Dako Denmark A/S (Glostrup, Dänemark)  
PhosSTOP EASY  ROCHE AG (Basel, Schweiz)  
Precision Plus Protein Dual Color Standards  Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)  
RPMI 1640 Kulturmedium Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA) 
SDS  Biomol (Hamburg, Deutschland)  
SDS 20%  Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  
Sorafenib (in DMSO gelöst)  Bayer AG (Leverkusen, Deutschland)  
Substrate Buffer (B)  Dako Denmark A/S (Glostrup, Dänemark)  
Tris Base ULTROL Grade  Calbiochem (Bad Soden, Deutschland)  
Tris-HCl  Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  
Trypanblau Färbung 0,4%  Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  
Trypsin  Gibco Invitrogen (Grand Island, New York, 
USA)  




DC Protein Assay Kit  Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)  
Proteome Profiler™ Array Human Cytokine 
Panel Array A  




Antikörper Verdünnungspuffer  DCS GmbH & Co. KG (Hamburg, Deutschland)  
Blotting Puffer  14,26g Glycin  
12,114g Tris-Base  
ad 1L mit aqua dest  
Lämmli Puffer 4x  10mL 1M Tris-HCl (pH 6,8)  
16mL Glycerol 100%  
3,2g SDS  
1,23g DTT  
Bromphenolblau  
ad 1L mit aqua dest  
Laufpuffer  3,029g Tris-Base  
14,41g Glycin  
50mL 20% SDS  
ad 1L mit aqua dest  
RIPA Puffer  50mM Tris-HCl (pH 7,5)  
150mM NaCl  
1% IGEPAL CA 630  
0,5% NaDesoxycholat  
0,2% SDS  
Sammelpuffer  6,0725g Tris-Base  
20mL 20% SDS  
ad 1L aqua dest (pH 6,8)  
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TBS  8g NaCl  
2,42g Tris-Base  
ad 1L aqua dest (pH 7,6)  
TBS-T  8g NaCl  
2,42g Tris-Base  
ad 1L aqua dest (pH 7,6)  
+ 0,1% Tween20  
Waschpuffer (20x)  DCS GmbH & Co. KG (Hamburg, Deutschland)  
 
3.6 Arzneimittel 
Arzneimittel Lösungsmittel Hersteller Trockensubstanz 
Cyclosporin A Sandimmun® DMSO Novartis 
Everolimus (RAD 001) DMSO Novartis 




Deckgläser 24x60 mm  Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, 
Deutschland)  
Falcon-Röhre 50 ml  Sarstedt (Newton, USA)  
Filter Tips (10μl, 100μl, 200μl, 1000μl)  Sarstedt (Newton, USA)  
Immobilon FL Transfer Membrane  Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)  
Membraninserts 8μm Poren  BD Falcon (BD, Franklin Lakes, New York, USA)  
Objektträger 25x75 mm  Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, 
Deutschland)  
PAP Pen  Abcam (Cambridge, UK)  
Petrischale TC 150  Sarstedt (Newton, USA)  
Reaktionsgefäße 0,5 ml,1 ml,2 ml Sarstedt (Newton, USA) 
Serologische Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml)  Sarstedt (Newton, USA)  
Wedge Well 4-20% Tris Glycin Gel  Invitrogen (Novex) (New York, USA)  
Whatman-Papier  Biometra (Göttingen, Deutschland)  
Zellkultur Lochplatten (6-, 24-, 96-Well)  Sarstedt (Newton, USA)  
Zellkulturflaschen (T75,T175) Sarstedt (Newton, USA) 




8-Kanal-Pipette (3000µl) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)  
Abzug (Medizinbos MB85) Berner International (Elmshorn, Deutschland) 
Agarosegelelektrophoresekammer Sub cell GT  Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)  
Aquadest Anlage (MILLI-Q Reagent water 
system) 
Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 
Autoclav (CS-Labor 91782) Webeco (Selmsdorf, Deutschland) 
Centrifuge 5415R  Eppendorf (Hamburg, Deutschland)  
CO2-Inkubator (FORMA CO2 Water Jecketes 
Incubator) 
Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)  
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Consort EV 243 Electrophoresis power supply Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Deutschland 
CURIX 60 Entwickler  AGFA (Mortsel, Belgien)  
Einkanalpipetten (10μl, 100μl, 1000μl)  Eppendorf (Hamburg, Deutschland)  
Flüssigkeitspumpe KNF (Freiburg, Deutschland) 
Mikrotiterplattenphotometer (TECAN Sunrise 
Reader ) 
Tecan Group (Männedorf, Schweiz)  
Heraeus Minifuge T  Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)  
Inkubationsbad 1003  Gesellschaft für Labortechnik (Burgwedel, 
Deutschland)  
Mikroskop Olympus CK2  Olympus (Tokyo, Japan)  
Multipette plus Stepper Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Nalgene-Einfriebehälter Thermo Scientific (Schwerte Deutschland) 
Neubauer Zählkammer  Laboroptik (Lancing, UK)  
Odyssey Infrared Imager  LI-COR (Lincoln, USA)  
Pipetus (Pipetboy) Hirschmann Laborgeräte (Eberstadt, 
Deutschland)  
Power supply PowerPac 3000  Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)  
Schüttler Duomax 1030  Heidolph Instruments (Schwabach, 
Deutschland)  
Sterilbank Biological Safety Cabinets  NUAIRE (Plymouth, USA)  
Stuart Rollenmixer SRT9  Bibby Scientific Ltd (Stone, UK)  
Thermomixer comfort  Eppendorf (Hamburg, Deutschland)  
Vortex Genie 2  Bender und Hobein AG (Zürich, Schweiz) 
Vortex Mixer (Vortex Genie 2) Scientific Industries (New York, USA) 
Waage Sartorius BL 3100 + BP310S  Sartorius (Göttingen, Deutschland)  
XCell Blot Module  Invitrogen (Novex) (New York, USA)  



















Verwendet wurden die intrahepatische CCC-Zelllinie HuCCT1, die extrahepatische CCC-Zelllinie TFK-1 
sowie tumorassoziierte Fibroblasten, welche wie unten beschrieben aus Patientenproben generiert 
wurden. Die Zellen wurden in 175cm² Zellkulturflaschen bei 37°C bei 5 prozentiger CO2-Atmosphäre 
unter Verwendung von etwa 35ml des Zellkulturmediums kultiviert. Dabei wurde für die 
Monokulturversuche der CCCs RPMI mit 10% FCS, 1% Glutamaxx und 1% Pyruvat und für die 
Monokulturversuche der TAFs sowie für die Stimulationsversuche der CCCs und die Co-Kulturversuche 
DMEM zuzüglich der gleichen Supplemente verwendet. 
Etwa alle drei Tage im Falle der Tumorzellen, beziehungsweise alle fünf Tage im Falle der TAFs, wurde 
das Medium abgesaugt und nach einmaliger Waschung der Zellen mit PBS durch frisches Medium 
ersetzt. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von etwa 70-80% wurden die jeweiligen Zelllinien abgelöst 
und in unterschiedlichen Verhältnissen in neue 175cm² Flaschen gegeben. Tumorzellen wurden in der 
Regel 1:5 geteilt, TAFs 1:2. Hierzu wurde das Medium entfernt, die Kulturflaschen mit 10 ml PBS 
gewaschen und im Falle der CCCs für wenige Minuten mit 10ml 10%-igem Trypsin in PBS, im Falle der 
TAFs mit Accutase inkubiert. Nach lichtmikroskopisch sichtbarem Ablösen der Zellen wurde die Zell-
Suspension mit 10ml FCS-haltigem Medium gemischt und bei 1420rpm vier Minuten bei 37°C 
zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in passendem Medium 
resuspendiert und auf neue Kulturflaschen verteilt.  
Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen wie oben beschrieben abgelöst und zentrifugiert. Nach 
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1ml Einfrierlösung (10% DMSO in FCS) resuspendiert und in 
einem Kryoröhrchen in einem Isopropanolbad auf -80°C abgekühlt. Anschließend konnten die Zellen 
in flüssigem Stickstoff eingelagert werden. Zum Auftauen wurde das Kryoröhrchen im Wasserbad auf 
37°C erwärmt, anschließend zentrifugiert und das Einfriermedium entfernt. Das Zellpellet wurde in 
entsprechendem Medium gelöst und zum weiteren Wachstum in eine 175cm² Zellkulturflasche 
überführt. 
Zur Zellzahlbestimmung wurden aus den Zellsuspension 10μl entnommen und mit 10µl Trypanblau bei 
den Fibroblasten und mit 90μl bei Tumorzellen gemischt. Anschließend wurden die vier Quadranten 
einer Neubauerzählkammer mit der Lösung befüllt die Zellen pro Quadrat unter dem Mikroskop 
ausgezählt. Die anschließende Berechnung der Zellzahl erfolgte nach der Formel: 




4.2 Isolierung primärer Fibroblasten 
Makroskopisch besonders stromareiches Tumorgewebe (Primärtumore und Lebermetastasen) wurde 
nach Resektionsoperationen von verschiedenen intra- oder extrahepatischen Cholangiozellulären 
Karzinomen mit dem Einverständnis der Patienten zur weiteren wissenschaftlichen Forschung 
entnommen. Unter sterilen OP-Bedingungen erfolgte der grobe Zuschnitt und die sofortige Aufnahme 
in 50ml-Reaktionsgefäße mit DMEM unter Zusatz von 10% FCS, 1% Amphotericin B, 1% Penicillin und 
1% Streptomycin, 1% GlutaMax und 1% Pyruvat. Anschließend wurde das Gewebe unter 
Laborbedingungen in Stücke mit circa 1mm Kantenlänge zerlegt und trocken in 6-Well Platten gelegt. 
Nach 10 Minuten Trockenzeit zur Anheftung wurde vorsichtig DMEM Medium mit oben genannten 
Zusätzen hinzugegeben bis die Tumorstücke vollständig bedeckt waren. Es erfolgte die Kultivierung 
unter den bereits beschriebenen Zellkulturbedingungen. Nach dem Aussprießen der 
tumorassoziierten Fibroblastenkolonien auf die Böden der 6-Well Platten konnten die Gewebestücke 
nach wenigen Tagen entnommen und verworfen werden. Nach weiterem Wachstum bis zu einer 
Konfluenz von etwa 80% erfolgte die Ablösung der Fibroblasten mit Accutase und die weitere 
Kultivierung in 175cm² Zellkultur Flaschen zur Expansion. Tumorassoziierte Fibroblasten fanden für 
Versuche bis zur maximal 15. Passage Verwendung.  
 
4.3 Objektträgerkulturen und Charakterisierung der tumorassoziierten Fibroblasten 
Zur immunchemischen Charakterisierung der Zellen erfolgte die Aussaat von je 25.000 Zellen gelöst in 
100µl Medium als Tropfen auf thermisch sterilisierten Glasobjekträgern und die Positionierung der 
Objektträger in einer Petrischale. Nach visueller Kontrolle der Zelladhärenz nach etwa 4 Stunden 
wurden die Schalen mit DMEM inklusiver Zusätze geflutet und die Zellen für weitere 24 Stunden unter 
den beschriebenen Bedingungen kultiviert. Anschließend konnten die Objektträger getrocknet bis zum 
weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert werden. Vor einer weiteren Verwendung der Objektträger 
wurden die Zellpopulationen mit einem PAP-Pen umrandet.  
Es erfolgte die Fixierung der Zellen auf den Objektträgern mit Aceton, die Waschung mit PBS und die 
Blockung endogener Peroxidasen mittels Peroxidase Blocking Solution S2023. Nach erneuter 
Waschung erfolgte die Inkubation mit den primären Antikörpern gegen Vimentin, Panzytokeratin (KL-
1) und alpha-smooth-muscle actin (αSMA) für 30 Minuten. Als Negativkontrolle erfolgte die Inkubation 
in Waschpuffer. Vor und nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper Dako EnVison+System- HRP 
Labelled Polymer für weitere 30 Minuten erfolgten erneute, schrittweise Waschungen. Zur Detektion 
wurden die Zellen mit DAB Chromogen Lösung (20µl DAB Chromogen in 980µl substrat buffer) und 
Haematoxylin (1:7 in Leitungswasser) für 7 Minuten gefärbt. Nachdem die Objektträger erneut mit 
Leitungswasser und destilliertem Wasser gespült wurden, wurden diese anschließend mit einem 
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Tropfen Aquadex Eindecklösung und einem Deckgläschen eingedeckelt. Es erfolgte eine optische 
Auswertung und Fotodokumentation unter dem Lichtmikroskop zur Archivierung. 
 
4.4 Tumorzelllinien  
Sowohl die extrahepatische CCC-Zelllinie TFK-1 als auch die intrahepatische CCC-Zelllinie HuCCT-1 
wurden über die japanische JCRB Zellbank (Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank) 
käuflich erworben. Als Kontrolle der immunhistochemischen Färbung der TAFs wurden die humane 
Vorhautfibroblasten Zelllinie KiF-5 als Beispiel für Zellen eines mesenchymalen Ursprungs verwendet. 
Diese Zelllinie wurde bereits zuvor in unserem Labor etabliert und erstmal von Lehnert et al. 2001 
beschrieben. Die Zelllinie T3M-4, auch bekannt unter Panc89, wurde als Beispiel epithelialer Zellen 
verwendet. Diese Zelllinie wurde ursprünglich von Herrn Tetsuro Okabe aus Tokyo bezogen und kann 
heute über die RIKEN BRC Zellbank (RIKEN BioResource Research Center) erworben werden. 
 
4.5 Gewinnung von Fibroblasten-konditioniertem Medium (KM) 
Zur Herstellung von Fibroblasten-konditioniertem Medium wurde das Zellkulturmedium von mit TAFs 
konfluenten T175-Kulturflaschen entfernt und die Zellen 2x mit PBS gespült. Anschließend wurden 
20ml frisches FCS freies-DMEM aufgebracht und die Zellen unter den gewohnten Kulturbedingungen 
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium mehrerer Flaschen gesammelt, gepoolt, in 50ml-
Reaktionsgefäße überführt und bei 1500rpm für 5 Minuten zentrifugiert um eventuelle Zellfragmente 
zu entfernen. Ohne das Zellpellet zu resuspendieren wurden die oberen zwei Drittel des Überstandes 
vorsichtig in ein neues 50ml-Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 
gelagert. 
 
4.6 Co-Kultur im modifizierter Boydenchamber Assay 48h 
Zur kombinierten Untersuchung der Beeinflussung des Proliferations- und Migartionsverhaltens von 
CCCs durch tumorassoziierte Fibroblasten verwendeten wir ein modifizierten Boydenchamber-Assay. 
Dies ermöglicht die kombinierte Untersuchung der gerichteten Migration der Tumorzellen in einem 
3D-Modell durch eine mit Poren versehene Membran sowie die anschließende, lokale Proliferation. 
Wir führten die Versuche in einem parakrinen Ko-Kultur Setting, mit den CCCs Zellen im einliegenden 
Insert und den TAFs im Well, durch. Außerdem lief in einem simultanen Versuchsaufbau die 
Untersuchung ohne das Vorhandensein von TAFs im unteren Well. Stattdessen fand hier als Stimulanz 
konditioniertes TAF-Medium (KM) bzw. 10% FCS haltiges Medium Verwendung. Als Referenz wurde 
eine unstimulierte Kontrolle verwandt. 
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Für die Ko-Kultur Ansätze wurden bereits am Vortag der Versuche 25.000 TAFs in den entsprechenden 
24-Well Platten ausgesät. Die zu verwendenden Tumorzellen wurden am Vortag der Versuche 
mehrfach mit PBS gewaschen und erhielten anschließend für 24 Stunden FCS-freies DMEM. Für den 
Boydenchamberassay verwendeten wir Transwellinserts mit einer Porengröße von 8µm für ein 24-
Well Format. Diese Inserts wurden am Tag des Versuchsstarts mit 500µl Matrigel (1mg/l) beschichtet 
und für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Währenddessen wurden die am Vortag für den entsprechenden 
Versuch vorbereiteten 24-Well Platten mit FCS-freiem Medium gewaschen. Nach der Inkubationszeit 
erhielten auch die Inserts eine Waschung mit FCS-freiem Medium. Anschließend wurden die Inserts in 
die vorbereiteten Platten gesetzt. Es folgte die Zugabe von 50.000 Tumorzellen in das Insert sowie die 
Zugabe von FCS-freiem DMEM. Dabei wurden 900µl in die Wells sowie 300µl in die Inserts pipettiert. 
Im Falle des Versuchsansatzes ohne TAFs wurde dementsprechend entweder FCS haltiges DMEM 
beziehungsweise fibroblastenkonditioniertes Medium an dieser Stelle verwendet. 
Nach 48 Stunden Inkubation bei Standardbedingungen wurden die Inserts mit Hilfe einer sterilen 
Pinzette in eine neue, mit 4%-iger Paraformaldehydlösung gefüllten 24-Wellplatte umgesetzt und für 
1 Stunde bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurde die Lösung abgesaugt und die Inserts mit 
destilliertem Wasser gespült. In einer weiteren 24-Well-Platte wurden 500µl Hämalaunlösung und 
500µl Eosinlösung vorgelegt. Zunächst wurden die Inserts für 30 Minuten in Hamalaun gefärbt. Nach 
dem Waschen der Inserts mit Wasser wurde die Innenseite vorsichtig mit einem Wattestäbchen 
ausgewischt und mit Wasser gespült um den inneren Zellrasen zu entfernen. Nach einer kurzen 
Gegenfärbung mit Eosin erfolgte ein letzter Waschschritt. Um eine Austrocknung der Membran zu 
verhindern wurden die Inserts in mit 500µl Wasser gefüllten 24-Well-Plattenlöchern gelagert und mit 
ebenfalls 500µl destilliertem Wasser gefüllt. Die Quantifizierung der durch die Membran gewanderten 
Zellen erfolgte durch Auszählung von jeweils drei zufällig ausgewählten Sichtfeldern pro Insert und 
Well, welche bei 100er-facher Vergrößerung unter dem Lichtmikroskop fotografiert wurden. 
Das Ergebnis der Zählung der unstimulierten Tumorzellen wurde im Weiteren als Kontrolle gleich 1 
und die Ergebnisse der stimulierten Ansätze dazu ins Verhältnis gesetzt.  
Der Versuch wurde mit je zwei biologischen Replikaten und je zwei technischen Replikaten 
durchgeführt. 
 
4.7 Messung der Zytokinexpression 
Zur Bestimmung der sezernierten Zytokine im konditioniertem Medium wurde der Proteome Profiler™ 
Human Cytocine Panel Array A verwendet. Mit dessen Hilfe können auf einer speziellen Nitrozellulose 
Membran 36 spezifische humane Zytokine detektiert werden. Zur Durchführung des Versuches wurde 
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die Membran für eine Stunde in 2 ml des mitgelieferten Array-Puffers-4 auf dem Laborschüttler 
inkubiert. Parallel wurden 1 ml des konditionierten TAF-Mediums mit 0,5 ml des Array-Puffers-4 
gemischt und anschließend 15µl des Detektionsantikörpergemischs hinzugegeben und bei 
Raumtemparatur ebenfalls auf dem Schüttler für eine Stunde inkubiert. Nach der Entfernung der 
Pufferlösung von der Membran wurde das Probengemisch aufgetragen und für eine Inkubation über 
Nacht auf den Schüttler gestellt. Am Folgetag erfolgte dann die zehnminütige Waschung mittels 
Zugabe von 20ml des mitgelieferten Waschpuffers auf dem Schüttler. Anschließend wurde die 
Membran mit Streptavidin-Horseradish-Peroxidase inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt 
wurde die Membran auf eine Plastikfolie gegeben, je 1ml der Chemolumineszenzreagenzien 
aufgebracht und eine weitere Plastikfolie daraufgelegt. Nach dem Ausstreichen von Luftblasen wurde 
nach einer Minute die Plastikfolie entfernt und überschüssige Flüssigkeit mit einem Löschpapier 
entfernt. Anschließend wurde eine neue Plastikfolie aufgelegt und ein Röntgenfilm für 120 Sekunden 
belichtet. Zur Archivierung wurden die belichteten Röntgenfilme hochauflösend eingescannt und 
gespeichert. Die Auswertung erfolgt mittels der vom Hersteller mitgelieferten Matrix. Diese kann auf 
den Röntgenfilm darübergelegt und mitgescannt werden und ermöglich so die Zuordnung der Signale 
zu den entsprechenden Zytokinen. 
 
4.8 Stimulation der CCCs mit KM – Proteinbiochemische Methodik 
4.8.1 Stimulation der Zellen mit KM 
Nachdem 3x105 Karzinomzellen je Loch einer 6-Well Platte ausgesät und für 24 Stunden in FCS haltigem 
DMEM bei den üblichen Kulturbedingungen inkubiert wurde, wurden die Zellen mehrfach mit PBS 
gewaschen und das Medium gegen FCS freies Medium ausgetauscht. Nach weiteren 24 Stunden 
erfolgte eine weitere Waschung mit PBS. Anschließend wurden die Zellen mit Fibroblasten-
konditioniertem Medium (KM) für 15 Minuten, 6 Stunden und 24 Stunden stimuliert.  
4.8.2 Herstellen von Zelllysaten 
Zur Herstellung der Zelllysate wurde zunächst das Medium aus den 6-Well-Platten entfernt und die 
Platten auf Eis platziert. Anschließend wurde in jedes 6-Well Loch 80µl des RIPA-Lyse Puffers 
zugegeben. Die abgenommenen Medien wurden einzeln in Falconröhrchen bei 1420rpm für 5 Minuten 
zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 20µl RIPA-Lyse Puffer 




4.8.3 Proteinextraktion und Bestimmung der Proteinkonzentration 
Nach dem Auftauen der Platten auf Eis wurden die Zellen mittels Zellschaber aus den Wells gelöst und 
in Reaktionsröhrchen überführt. Es erfolgte der Zellaufschluss mittels Ultraschall auf Eis für 10 x 1 
Sekunde. Nach der 15-minütigen Zentrifugation bei 13000rpm bei 4°C wurde der entstandene 
Überstand entfernt und bei -20°C eingelagert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den 
Proben wurde das DC-Protein Assay Kit verwendet. Eingelagerte Proteinproben wurden auf Eis 
aufgetaut. Es erfolgten zwei Ansätze von jeweils 3µl des Proteinextraktes mit 12µl RIPA-LYSE Puffers 
in Reaktionsröhrchen. Je 5µl dieser Lösung wurde für vier technische Replikate auf eine 96-Well Platte 
aufgebracht. Die im Kit mitgelieferten Standardproteinlösung wurden in aufsteigender Verdünnung 
mit RIPA-Lyse Puffer (2mg/ml Protein, 1,5mg/ml, 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml) 
aufgebracht. Als Negativkontrolle fungierte RIPA-Lyse Puffer. Im Anschluss wurden 20µl der 
mitgelieferten Lösung S mit 1ml Reagenz A vermischt und anschließend 25 ml dieser Lösung in jedes 
vorbereitete Well gegeben. Nach der abschließenden Zugabe von 200µl Reagenz B und Schwenken der 
Platte erfolgte die Inkubation für 15 Minuten unter Tageslichtauschluss. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration der Extrakte erfolgte die photometrische Detektion der Absorptionswerte im 
Mikrotiterplatten-Photometer bei 700nm. Zur weiteren Vorbereitung des Western Blots wurden 25µl 
4-fach konzentrierter Lämmli-Puffer mit der Proteinlösung und Ripa-Lyse Puffer so auf ein Endvolumen 
von 100µl aufgefüllt, das eine Endproteinkonzentration von 2µg/µl vorlag. Die Proteinverdünnung 
wurde dann bei 95°C für 5 Minuten im Thermomixer denaturiert und konnte anschließend bei -20°C 
bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 
4.8.4 SDS Page 
Während des Auftauens und Aufschütteln der Proteinverdünnung wurden die Gele vorbereitet. Dazu 
wurden die Gelkammer und das Tris-Glycin-Gel mit Laufpuffer gespült, der Gelkamm entfernt und auch 
die Geltaschen dreimal mit Laufpuffer gespült. Erst danach wurde das Gel in die 
Elektrophoresekammer eingespannt. Die erste Geltasche wurde zur Größenbestimmung der Proteine 
mit 5 µl der Standards (Precision Plus Protein Dual Color) beschickt. Anschließend wurden die übrigen 
Taschen mit jeweils 20µl (bzw. 40µl bei großen Taschen) der Proben befüllt. Die 
Elektrophoresekammer wurde zu etwa einem Drittel mit Laufpuffer aufgefüllt. Danach erfolgte die 
Auftrennung der Proteine bei 120 Volt über 90 Minuten. 
4.8.5 Western Blot 
Nach durchlaufener Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer entnommen, die 
Plastikverschalung aufgebrochen und das Gel vorsichtig mit Blotting Puffer gespült. Vorbereitend 
wurden in einer Wanne Schwämme und Whatman-Paper mit mit 20-%iger Methanollösung 
versetztem Blotting-Puffer getränkt. Eine Transfer Membran wird zuerst in Methanol hydratisiert, 
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dann mit destilliertem Wasser gewaschen und schließlich in Blotting-Puffer gelegt. Zur Vorbereitung 
des Plots wurden drei eingeweichte Schwämme in der Plastikwanne gestapelt, darauf ein Whatman-
Paper, das Gel und darauf die Transfermembran. Zum Schluss folgte wieder ein Whatman-Paper sowie 
erneut drei Schwämme. Der so entstandene Stapel wurde in ein Haltemodul (Xcell II Blot Modul) 
eingespannt und erneut in der Elektrophorese Kammer positioniert. Nach der Befüllung der Kammer 
mit Blotting Puffer wurde für 60 Minuten eine Spannung von 10 Volt angelegt und die Proteine auf die 
Membran übertragen. 
4.8.6 Indirekter Antikörpernachweis  
Nach dem Blot wurden die Membranen in Methanol hydratisiert und anschließend in TBS-T 
gewaschen. Es erfolgte die Blockung der Membran auf dem Schüttler in einer TBS-T Lösung mit 5% BSA 
und Albumin Fraktion V. Anschließend wurde die Membran in ein 50ml-Reaktionsgefäß überführt und 
mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4°C auf dem Rollenmixer inkubiert. Am darauffolgenden Tag 
wurde die Membran dreimal für je 10 Minuten in TBS-T auf dem Schüttler gewaschen. Anschließend 
wurde die Membran in einem neuen Reaktionsgefäß mit den Sekundärantikörpern im Dunklen über 
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei erneuten, jeweils 10-minütigen Waschungen der Membran mit TBS-
T im Dunklen wurde die Membran kurz in Methanol überführt und schließlich auf einem Whatman-
Paper für 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgte 
anschließend im Infrarot Scanner, wurde dann über die Image Studio lite® -Software visualisiert und 
zur Archivierung digital gespeichert. Die Membranen konnten anschließend bei 4°C gelagert werden. 
 
4.9 Kristallviolett Viabilitäts Assay  
Zum Nachweis der Zellviabilität der adhärenten Zellen wurde der Kristalviolettassay verwendet. Die 
Menge an Proteinen sowie DNA und damit auch mit der Menge an adhärenten Zellen korreliert hierbei 
mit der Farbstoffmenge gemessen durch Adsorption.  
Zur Zellviabilitätsbestimmung unter der Behandlung erfolgte zunächst die Aussaat von jeweils 5.000 
Fibroblasten oder 10.000 Tumorzellen in 100µl Medium pro Well auf 96-Well Platten. Anschließend 
wurden diese für 24 Stunden in Standardbedingungen kultiviert. Nach visueller Kontrolle der Zelldichte 
wurden die Zellüberstände entfernt, die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und daraufhin die 
Behandlungslösungen aufgebracht. Nach entsprechender Behandlungsdauer von jeweils 24, 48 oder 
96 Stunden wurden die Überstände entfernt und verworfen. Die Zellen wurden zweimal mit PBS 
gewaschen um tote Zellen zu entfernen. Daraufhin erfolgte die Zugabe der Kristallviolettlösung (0,5% 
Kristallviolett in 20% Methanollösung). Nach 20-minütiger Inkubation auf einem Schüttler wurden die 
Wells bis zum Erreichen einer farbfreien Lösung mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen und 
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anschließend über Nacht bei Raumluft getrocknet. Zur Lösung des aufgenommenen Farbstoffes 
erfolgte die erneute Füllung der Wells mit je 200µl 96% Methanol. Nach 20 Minuten auf dem Schüttler 
erfolgte die Bestimmung Farbstoffkonzentration durch Adsorbtionsmessung bei einer Wellenlänge 
von 590nm (Referenz 700nm) im Mikrotiterplatten-Photometer. Als Leeraufnahme fungierten mit 
Methanol gefüllte, während der Behandlung zellfreie Wells. Zur Negativkontrolle wurden stets die 
höchsten Konzentrationen der jeweils verwendeten Lösungsmittel mit untersucht. Die hier 
gemessenen photometrischen Ergebnisse wurden als Kontrolle gleich 1 gesetzt. Mit den Messwerten 
aus den Behandlungsgruppen wurden Verhältnisse gebildet. Alle Versuche wurden mit je fünf 
technischen Replikaten und zwei biologischen Replikaten durchgeführt. Für die Viabilitätstestung 
wurden aufsteigende Dosen von Everolimus, Cyclosporin A und MPA in jeweils separaten 6-Well 
Platten verwendet. Die Messung erfolgte nach 24, 48 und 96 Stunden nach Beginn der Behandlung. 
 
4.10 Behandlung der Ko-Kultur aus CCCs und TAFs mit Everolimus, MPA oder CsA im modifizierter 
Boydenchamber Assay für 30 h 
In Analogie zu dem unter 4.6 beschriebenem Ko-Kultur Ansatz von CCC-Zellen und TAFs untersuchten 
wir in diesem Setting die Wirkung von Everolimus, Cyclosporine und Mycophenolsäure in ausgewählter 
Dosierung. Dazu wurden nach gleicher Vorbereitung bis zum Versuchsstart die entsprechenden 
Konzentrationen der Medikamente gelöst in FCS-freiem DMEM zu den Tumorzellen ins Insert sowie 
ins Well, zu den Fibroblasten, hinzugegeben. Als Untersuchungszeit wurde diesmal eine Inkubation 
von 30 Stunden gewählt, um der Zellzykluszeit der Tumorzellen näher zu kommen und so verzerrende 
Effekte durch übermäßige Proliferation zu minimieren. Gleichzeitig wurde auf jeder Platte parallel eine 
Lösungsmittelkontrolle der Medikamente (DMSO bzw. Methanol) mituntersucht. Das Ergebnis der 
Zellzählung dieser Inserts wurde im Weiteren als Kontrolle gleich 1 gesetzt. Die Quantifizierung der 
durch die Membran gewanderten Zellen erfolgte in Analogie zum oben beschriebenen Vorgehen. Alle 
Versuche wurden mit je 6 technischen Replikaten und in zwei biologischen Replikaten durchgeführt. 
 
4.11 Behandlung mit Everolimus - Proteinbiochemische Methodik 
4.11.1 Behandlung der CCCs mit Everolimus vor Stimulation mit hIL-6 oder FCS 
In Analogie zu 4.8 wurden 3x105 CCC-Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgesät und für 24 Stunden in 
FCS-haltigem DMEM bei den üblichen Kulturbedingungen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
mehrfach mit PBS gewaschen und das Medium gegen FCS-freies DMEM mit Everolimus, 
beziehungsweise 0,1% DMSO in DMEM als Lösungsmittelkontrolle, ausgetauscht. Dabei wurde 
Everolimus in einer Konzentration von 10nmol oder 1µmol verwendet.  Nach 24 Stunden 
Behandlungszeit erfolgte eine weitere Waschung mit PBS. Daraufhin wurden die Zellen entweder mit 
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FCS haltigem DMEM oder 100ng/ml hIL-6 in DMEM für 15 Minuten stimuliert.  Die anschließende 
Messung erfolgte nach den unter 4.8.2 - 4.8.6 beschriebenen Schritten inklusive der Herstellung der 
Zelllysate, Proteinextraktion und Bestimmung, Auftrennung im SDS-Page, Western Blot und 
Immunnachweis.  
4.11.2 Behandlung der TFK-1 mit Everolimus vor der Stimulation mit KM 
Nach der Aussaat von 3x105 TFK-1 Zellen pro Well in 6-Well Platten wurden diese für 24 Stunden in 
FCS- haltigem DMEM inkubiert und anschließend 24 Stunden mit 1µmol Everolimus behandelt. In 
Überschneidung mit einer parallel laufenden Versuchsreihe im gleichen Versuchsansatz fand parallel 
auch die Analyse der Behandlung mit 10µM Sorafenib statt. Als Lösungsmittelkontrolle erfolgte die 
Behandlung mit 0,1% DMSO in DMEM. Danach folgte die Waschung mit PBS sowie daraufhin die 
Zugabe von TAF-konditioniertem Medium. Nach 15 Minuten wurde die Stimulation gestoppt. Das 
weitere Vorgehen erfolgte wie unter 4.8 beschrieben. 
4.11.3 Behandlung der TAFs mit Everolimus und Sorafenib vor der Gewinnung von 
konditioniertem Medium 
3x105 Tumorassoziierte Fibroblasten pro Well wurden in 6-Well Platten ausgesät und für 24 Stunden 
in FCS-haltigem DMEM inkubiert. Anschließend wurde das Medium entfernt, mit PBS gespült und zur 
Behandlung FCS-freies DMEM mit entweder 1µmol Everolimus oder 10µmol Sorafenib hinzugefügt. 
Als Lösungsmittelkontrolle wurde FCS-freies DMEM mit einer Konzentration von 0,1% DMSO 
verwendet. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen und in Reaktionsgefäße überführt. 
Anschließend wurden das Medium bei 1500 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Die obersten zwei Drittel 
der Flüssigkeitssäule wurden ohne das Zellpellet zu resuspendieren vorsichtig abgenommen und zur 
weiteren Verwendung gelagert. Die TFK-1 Zellen wurden wie unter 3.9.1 beschrieben ausgesät. Nach 
24 stündiger Inkubation in FCS-freiem DMEM erfolgte die Zugabe des behandelten, konditionierten 
Mediums. Nach 15-minütiger Stimulation wurde wie unter 4.8 weiter verfahren. 
 
4.12 Statistische Auswertung 
Die gewonnenen Daten wurden mittels GraphPad Prism 5 Software für Microsoft von Graphpad 
Software, Inc. analysiert. Nach Erhebung der Messdaten wurden diese in das Programm übertragen. 
Es erfolgte die Berechnung der Mittelwerte entsprechend der Messdaten sowie der jeweiligen 
Standardabweichung (SD) von n. Wobei n hierbei die Anzahl der unabhängigen Messpunkte darstellt. 
Signifikanzen wurden mittels ungepaartem, zweiseitigem t-test ermittelt. Dabei wurde ein p-Wert von 





5.1 Immunzytochemische Charakterisierung der TAFs 
Um die aus Primärtumoren oder Metastasen gewonnen tumorassoziierten Fibroblasten als solche zu 
identifizieren erfolgte eine morphologische Beurteilung sowie die immunzytochemische Färbung von 
Panzytokeratin, Vimentin und `α-smooth muscle actin´ (αSMA). Siehe hierzu Abbildung 2. Es fielen 
eindeutig teils trapezoide, teils spindelig ausgezogene Zellkörper mit zentralen Zellkernen auf. Sowohl 
die positive Färbung für Vimentin als auch die negative Panzytokeratin Färbung sprechen für einen 
mesenchymalen Ursprung der Zellen. Die Zellentität konnte damit als Fibroblasten bestätigt werden. 














Abb.2 Immunzytochemie der TAFs. Objektträgerkulturen von TAFs in 40-facher, lichtmikroskopischer 
Vergrößerung. Färbung nach Vimentin (A), Panzytokeratin (B) und αSMA (C). Braunfärbung zeigt 
Positivität. D zeigt Negativkontrolle.  
 
5.2 Stimulation der CCCs durch TAFs im modifizieten Boydenchamber Ansatz  
Zur weiteren Untersuchung der gewonnen TAFs sollte deren stimulierender Einfluss auf CCC-Zellen 
bestätigt werden. Dazu erfolgte ein modifizierter Versuchsansatz in der Boydenchamber wo TFK-1 
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Zellen oder HuCCT-1 Zellen unter den Einfluss von FCS, konditioniertem Medium (KM) oder in Ko-
Kultur mit TAFs gebracht wurden. Bei der TFK-1 Population wurde nach 48 Stunden Inkubation sowohl 
eine signifikante Zunahme der Zellzahl unter dem Einfluss von KM als auch in direkter Ko-Kultur im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle festgestellt. Durch FCS wurde keine Zunahme erreicht. Dabei 
fiel auf, dass die TFK-1 Zellen in diesem Versuchsaufbau in Abwesenheit eines Stimulus keinerlei 
Migrationsverhalten zeigten. Siehe hierzu Abbildung 3A. 
Im Falle der HuCCT-1 Zellen zeigte sich auch in Abwesenheit eines Stimulus bereits eine kräftige 
Zunahme der gemessenen Zellzahl. Eine Stimulation durch FCS konnte diese signifikant steigern. Eine 
etwas geringe Stimulation zeigte sich auch in direkter Ko-Kultur mit TAFs. Mit dem alleinigen Einsatz 
von KM konnte hingegen keine Zunahme der Zellzahl gegenüber der unstimulierten Kontrolle erreicht 






































































A TFK-1 Stimulation B HuCCT-1 Stimulation
Abb.3 CCC Stimulation. Zählung der cholangiozellulären Tumorzellen (TFK-1/HuCCT-1) nach 
Durchwanderung einer Membran mit 8µm Poren unter Stimulation mit FCS, konditioniertes Medium 
(KM) oder in Ko-Kultur mit Tumorassoziierten Fibroblasten (TAFs). A TFK-1 Zellen. B HuCCT-1 Zellen. 
MW+SD, Signifikanzniveau *= p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle 
 
5.3 Zytokinexpressionsmuster der TAFs 
Zur weiteren Charakterisierung der TAFs wurde das Zytokinexpressionsmuster bestimmt. Hierzu 
wurde FCS-freies, von TAF konditioniertes DMEM im Protome Profiler Array Human Cytokine Panel A 
untersucht. Exemplarisch zeigt Abbildung 4 eine entsprechende, mit konditioniertem Medium 
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inkubierte Membran. Es konnte hier reproduzierbar die Expression unterschiedlicher Zytokine, 
Chemokine und Wachstumsfaktoren in verschiedenen Konzentrationen nachgewiesen werden. 
Darunter unter anderem CD40-Ligand, G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor), GR0α 
(CXCL1), IL-1ra (Interleukin-1 Rezeptor Antagonist), IL-6 (Interleukin 6), IL-8 (Interleukin 8, CXCL8), IL-
13 (Interleukin 13), IL-16 (Interleukin 16, LCF), IL-17E (Interleukin 17-E, Interleukin 25), MCP-1 
(Monozyten Chemotaxis Protein 1, CCL2), MIF (Makropagen Migration inhibierender Faktor, GIF, 







Abb.4 Zytokinexpression der TAFs. Scan einer mit konditioniertem Medium inkubierten Zytokinarray 
Membran. Hervorgehoben sind die mengenmäßig am stärksten vertretenen Zytokine GR0α (CXCL1), 
IL-6, IL-8, MIF und Serpin E1. Positivkontrollen in oberen beiden und unterer linken Ecke. 
Negativkontrolle unten rechts. 
 
5.4 Stimulation der CCCs durch KM - Einfluss auf Akt, STAT3 und Erk 
Um die Interaktion zwischen CCC-Zellen und den isolierten TAFs weiter zu beschreiben, wurden 
Proteinanalysen in Form von Western Blots durchgeführt. Hierzu wurde der Phosphorylierungsstatus 
von Akt, Erk und STAT3 in TFK-1 und HuCCT-1 Zellen unter Stimulation mit FCS oder KM untersucht.  
Bei der TFK-1 Zelllinie kann man ohne Stimuli nahezu keine Phosphorylierung von Akt oder Erk 
beobachten. Bei STAT3 verzeichnet man bereits eine leichte, basale Phosphorylierung. Die 
Phosphorylierung aller drei untersuchten Proteine kann durch die 15-minütige Stimulation mit KM 
deutlich verstärkt werden. Dieser Effekt nimmt über die Zeit ab und ist bei STAT3 nach 6 Stunden, bei 
Akt und Erk nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar. Die alternative Zugabe von FCS erhöht die 
Phosphorylierung von Akt ähnlich stark wie KM. Die Phosphorylierung von Erk wird dadurch gering 
gesteigert. Dieser Effekt hält bei Akt auch noch nach 24 Stunden an und lässt bei Erk und STAT3 bereits 






Im Falle der HuCCT-1 Zelllinie zeigt sich bereits ohne Stimulation eine deutliche Phoshorylierung von 
Akt und Erk, die auch noch nach 24 Stunden unverändert erkennbar ist. Eine Stimulation durch FCS 
oder KM erreicht nach 15 Minuten eine leichte Zunahme der Phosphorylierung von Erk. Bei Akt kann 
kein sicherer Unterschied ausgemacht werden. Bei STAT3 ist die endogene Phosphorylierung deutlich 
geringer ausgeprägt. Eine Stimulation durch KM lässt sich bereits nach 15 Minuten nachweisen. Dieser 
Effekt hält auch über 24 Stunden an. Die Stimulation mit FCS zeigt erst in der 6 Stunden Messung einen 
Effekt durch verstärkte Phosphorylierung. Diese hält noch nach 24 Stunden an. 
Abb.5 Western Blot Analyse nach Stimulation der CCCs mit FCS oder TAF-konditioniertem Medium 
(KM). Nach 24 stündiger Hungerphase wurden die CCCs entweder mit FCS haltigem DMEM oder TAF-
konditioniertem Medium für jeweils entweder 15 Minuten, 6 Stunden oder 24 Stunden stimuliert. 
Repräsentativ ist ein Blot aus drei gezeigt. Links im Bild sind die Banden der unphosphorylierten 
Proteine abgebildet, rechts die phosphorylierten. A zeigt die Tumorzelllinie TFK-1. Es fällt eine kräftige 
Zunahme der Phosphorylierung sowohl von Akt, Erk und STAT3 auf. B zeigt die Tumorzelllinie HuCCT-
1. Im Gegensatz zu TFK-1 fällt hier die Zunahme der Phosphorylierung deutlich geringer aus. Akt und 
Erk zeigen hier bereits eine endogene Aktivierung.  
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5.5 Einfluss von Cyclosporin A, MPA und Everolimus auf die Zellviabilität der CCCs und TAFs 
Anschließend sollte der Einfluss von etablierten Immunsuppressiva in unterschiedlichen 
Konzentrationen sowie über verschiedene Behandlungsdauern auf die Zellviabilität der TFK-1, HuCCT-
1 sowie der TAFs Zelllinien in Monokultur untersucht werden. Zur Dosisfindung wurde sich dabei an 
den etablierten Serumspiegeln zur Immunsuppression der jeweiligen Medikamente orientiert. 
Darüber hinaus sollten Medikamentendosierungen für die weitere Versuchsplanung gefunden 
werden, die einen möglichst geringen Einfluss auf die Zellviabilität der TAFs haben. Untersucht wurden 
dazu Cyclosporin A in Konzentrationen zwischen 31,25nM und 1µM, Mycophenolsäure in 
Konzentrationen zwischen 0,5µM und 50µM sowie Konzentrationen von Everolimus zwischen 0,5nM 
und 5µM. 
Cyclosporin A (CsA) 
Nach 24 Stunden Behandlung mit CsA konnte in keiner der behandelten Zelllinien ein Effekt gemessen 
werden. Nach 48 Stunden Behandlungszeit zeigte sich in einer Konzentration von 1 µM eine minimale, 
aber signifikante Reduktion der Zellviabilität sowohl bei TFK-1 (6 % gegenüber Lösungsmittelkontrolle) 
als auch HuCCT-1 (1,5 %). Außerdem konnte bei TFK-1 auch unter der niedrigeren Konzentration mit 
500nM über 96 Stunden eine signifikante Reduktion erreicht werden. Diese fiel in ihrem Ausmaß aber 
ähnlich gering aus (8 % gegenüber Kontrolle).  


































Abb.6.1 Kristallviolett-Viabilitäts Assay für TFK-1, HuCCT-1 und TAFs nach 24, 48 oder 96 Stunden 
Behandlung mit Cyclosporin A. Messung der Extinktionswerte bei 590nm und Darstellung im 
Verhältnis zur Lösungsmittelkontrolle. Logarithmische Darstellung der eingesetzten Cyclosporin A 
Konzentrationen in nM. * markiert die niedrigste Dosis bei der nach der jeweiligen Behandlungsdauer 




Unter der Behandlung mit MPA fiel sowohl bei der TFK-1 als auch der HuCCT-1 Zelllinie ein deutlicher, 
stark konzentrations- und zeitabhängiger Effekt auf die Zellviabilität auf. Eine signifikante Reduktion 
der Zellviabilität konnte bei TFK-1 nach 24 Stunden bei einer Konzentration von 1µM beobachtet 
werden. Bei den übrigen Behandlungsdauern von 48 oder 96 Stunden wurde eine signifikante 
Reduktion schon unter der niedrigsten, getesteten MPA Konzentration von 0,5µM erreicht. Der 
stärkste Effekt wurde unter der maximalen Konzentration von 50µM MPA über 96 Stunden 
Behandlungszeit gemessen. Hier fiel die Zellviabilität auf 18% ab.  
Ähnlich verhielten sich die HuCCT-1 Zellen. Auch hier konnte zu allen Behandlungszeiträumen bereits 
unter der niedrigsten getesteten Konzentration eine signifikante Reduktion der Zellviabilität erreicht 
werden. Die stärkste Reduktion der Zellviabilität zeigte sich hier bei der 50µM Konzentration nach 96 
Stunden Behandlungszeit (Abfall bis auf 33 % gegenüber der Kontrolle).  
Bei der Behandlung der TAFs fiel ein deutlich geringer Effekt auf die Zellviabilität auf. Unter der 
Konzentration von 10 µM zeigte sich ein Abfall um 11 % nach 48 Stunden beziehungsweise 14 % nach 
96 Stunden. Unter der niedrigen getesteten Konzentration von 0,1 µM ließ sich keine Reduktion der 



































Abb.6.2 Kristallviolett-Viabilitäts Assay für TFK-1, HuCCT-1 und TAFs nach 24, 48 oder 96 Stunden 
Behandlung mit Mycophenolsäure. Messung der Extinktionswerte bei 590nm und Darstellung im 
Verhältnis zur Lösungsmittelkontrolle. Logarithmische Darstellung der eingesetzten Mycophenolsäure 
Konzentrationen in µM. * markiert die niedrigste Dosis bei der nach der jeweiligen Behandlungsdauer 






Unter der Behandlung mit Everolimus zeigte sich eine geringere zeit- und dosisabhängige Reduktion 
der Zellviabilität als mit der Behandlung mit MPA. Dieser Effekt war jedoch selbst in der niedrigsten 
getesteten Konzentration von 0,5 nM in allen drei Zelllinien signifikant messbar. Bei der Behandlung 
der CCC-Zelllinien fiel auf, dass der generelle Effekt auf die Zellviabilität über 96 Stunden im Vergleich 
zu den anderen Behandlungsdauern deutlich nachließ. Jedoch zeigte sich bei dieser langen 
Behandlungsdauer vor allem bei der TFK-1 Zelllinie ein größerer konzentrationsabhängiger Effekt.  
Unter niedrigen Dosen fiel kaum eine Reduktion der Viabilität auf, in den höchsten getesteten 
Dosierungen konnte jedoch ein ähnlicher Effekt wie nach 48 Stunden erreicht werden. Die stärkste 
Reduktion auf 56 % gegenüber der unbehandelten Kontrolle wurde bei TFK-1 nach 96 Stunden unter 
5µM gemessen. Der Einfluss auf HuCCT-1 fiel insgesamt geringer aus. Der dosisabhängige Effekt war 
hier deutlich geringer ausgeprägt. Die stärkste Reduktion war hier nach 48 Stunden auf 75 % zu 
verzeichnen. 
Die TAFs zeigten eine nahezu gleichbleibende Beeinflussung sowohl über die Zeit als auch 
konzentrationsabhängig. Hier konnte schon bei einer Dosierung von 0,5nM eine signifikante 
Viabilitätsreduktion auf 82 % beobachtet werden. Dieser Effekt änderte sich auch unter höher 




































Abb.6.3 Kristallviolett-Viabilitäts Assay für TFK-1, HuCCT-1 und TAFs nach 24, 48 oder 96 Stunden 
Behandlung mit Everolimus. Messung der Extinktionswerte bei 590nm und Darstellung im Verhältnis 
zur Lösungsmittelkontrolle.  Logarithmische Darstellung der eingesetzten Everolimus Konzentrationen 
in nM. * markiert die niedrigste Dosis bei der nach der jeweiligen Behandlungsdauer eine signifikante 




5.6 Einfluss von Cyclosporin, MPA und Everolimus auf die Ko-Kultur aus CCCs und TAFs 
Im folgenden Versuchsansatz sollte der Effekt der ausgewählten Immunsuppressiva im CCC und TAF 
Ko-Kultur Setting weiter untersucht werden. Es wurden möglichst hohe 
Medikamentenkonzentrationen gewählt, die jedoch einen möglichst niedrigen Effekt auf die 
Zellviabilität, besonders der TAFs, zeigten und noch annähernd im klinisch-therapeutischen Bereich 
liegen. Getestet wurden Cyclosporin A (CsA) in einer Konzentration von 250nM, Mycophenolsäure 
(MPA) in 0,1µM und eine 1nM Everolimus (E.) Konzentration. Abbildung 7 stellt die Messungen der 
migrierten CCC-Zellen im Boydenchamber Ansatz unter Stimulaton durch TAFs und Behandlung mit 
Immunsuppressiva dar. Mit den ausgewählten Konzentrationen von CsA konnte kein Einfluss auf die 
TAF-stimulierte Zunahme der migrierten Zellen festgestellt werden.  Auch nach der Behandlung mit 
0,1mM MPA konnte keine signifikante Änderung der Zellzahl gemessen werden. Die Everolimus 
Behandlung zeigte eine signifikante Reduktion der Zellzahl um 42 % bei TFK-1 und 28 % bei HuCCT-1 
als Ausdruck der geminderten Migration im Ko-Kultur Ansatz. Das Niveau der unstimulierten 









































































































































































C TFK-1 + TAFs      HuCCT-1 + TAFs
 
Abb.7 Migration der cholangiozellulären Tumorzellen nach 30 Stunden in Monokultur, Ko-Kultur mit 
TAFs sowie in Ko-Kultur mit TAFs unter Behandlung mit Cyclosporin A (A), Mycophenolsäure (B) oder 
Everolimus (C).  Messung der migrierten CCC-Zellen durch Zählung der Zellen an der Unterseite der 
Transmembran-Inserts. Darstellung der Mittelwerte sowie Standardabweichung der Zellen pro 
Sichtfeld. Gezählt wurden je drei zufällig bestimmte Sichtfelder im Doppelansatz unter 40-facher 
Vergrößerung. * symbolisiert signifikante Änderung der Zellzahl pro Sichtfeld (*= p<0.05) unter 
Behandlung. 
 
5.7 Behandlung der CCCs mit Everolimus vor Stimulation mit FCS und hIL-6  
Anschließend sollte der Einfluss von Everolimus auf die bereits identifizierten Signalwege weiter 
untersucht werden. Als Stimulanz wurden als Analogon zu TAF-konditioniertem Medium FCS sowie 
hIL-6 verwendet. Eingesetzt wurden Everolimus Konzentrationen von 10nmol/l und 1µmol/l. Unter 
dem Einsatz von FCS konnte, wie im Vorversuch gezeigt, eine kräftigere Stimulation der 
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Phosphorylierung von Akt und Erk erreicht werden. STAT3 wurde nicht phosphoryliert. Im Falle der 
HuCCT-1 Zellen konnte auch die Stimulation mit hIL-6 eine Phosphorylierung von Akt und Erk 
erreichen. Bei TFK-1 ließen sich diese Proteine durch hIL-6 nicht stimulieren. Die Behandlung mit 
Everolimus im Vorfeld zeigte auf das geänderte Phosphorylierungsmuster in beiden Zelllinien keinen 
sichtbaren Effekt. Unter der Stimulation mit hIL-6 ließ sich jedoch in beiden Zelllinien eine leichte 
Phosphorylierung von STAT3 erzielen. Unter der höheren Everolimuskonzentration von 1µmol/l 
konnte diese sowohl bei TFK-1 als auch bei HuCCT-1 reduziert werden.  
Nebenbei fällt auf, dass die Behandlung mit Everolimus selbst in beiden Zelllinien zu einer 
Phosphorylierung von Akt geführt hat. 
 Abb.8 Western Blot Analyse nach 24-stündiger Behandlung der CCCs mit Everolimus mit 
anschließender Stimulation durch FCS oder hIL-6. Nach 24 stündiger Behandlungsphase mit 
unterschiedlichen Dosierungen Everolimus wurden die CCCs anschließend entweder mit FCS haltigem 
DMEM oder hIL-6 in DMEM für jeweils 15 Minuten stimuliert. Repräsentativ ist ein Blot aus zwei 
gezeigt. Links im Bild sind die Banden der unphosphorylierten Proteine abgebildet, rechts die 
phosphorylierten. A zeigt die Tumorzelllinie TFK-1, B die Zelllinie HuCCT-1. Unter FCS-Stimulation zeigt 
Everolimus auf beide Zelllinien keinen Effekt. In einer hohen Dosierung wird die Reduktion der 
Phosphorylierung von STAT3 unter hIL-6 Stimulation in beiden Tumorzelllinien erreicht.  
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5.8 Behandlung der TFK-1 mit Everolimus vor Stimulation mit KM  
Im Anschluss sollte der Einfluss von 1µM Everolimus auf die CCC-Stimulation mit TAF-konditioniertem 
Medium untersucht werden. Analysiert wurden im Folgenden nur Zellen der TFK-1 Zellreihe, da diese 
im Gegensatz zu HuCCT-1 unter Hungerbedingungen eine kaum ausgeprägte endogene 
Phosphorylierung von Akt, Erk und STAT3 aufweisen. 
Im Rahmen einer parallel laufenden Versuchsreihe der Arbeitsgruppe fand im gleichen Ansatz auch die 
Untersuchung des Einflusses von 10µM Sorafenib statt. Diese wird ebenfalls in Abbildung 9 dargestellt. 
Im Gegensatz zu FCS und hIL-6 führt eine Stimulation mit KM in der TFK-1 Zelllinie zu einer verstärkten 
Phosphorylierung sowohl von Akt und Erk als auch in STAT3. Die vorherige Behandlung mit 1µM 








Abb.9 Western Blot Analyse nach 24-stündiger Behandlung der TFK-1 Zelllinie mit anschließender 
Stimulation durch KM. Nach 24-stündiger Behandlungsphase mit Sorafenib (S.) bzw. Everolmus (E.) 
wurden die TFK-1 Zellen anschließend mit TAF-konditioniertem DMEM (KM) für 15 Minuten stimuliert. 
Der Versuch wurde nicht wiederholt. Links im Bild sind die Banden der unphosphorylierten Proteine 
abgebildet, rechts die phosphorylierten. Unter den untersuchten Bedingungen zeichnet sich kein 
Effekt durch die Behandlung ab.  
 
5.9 Behandlung der TFK-1 mit KM von mit Everolimus vorbehandelten TAFs 
In Analogie zum vorherigem wurde in diesem Versuchsaufbau die TFK-1 Zelllinie neben der Stimulation 
mit regulärem TAF-konditioniertem Medium auch mit dem konditioniertem Medium von 
vorbehandelten TAFs inkubiert. Dazu wurde die TAFs für 24 Stunden entweder mit 1µM Everolimus 
(eKM) oder 10 µM Sorafenib (sKM) behandelt und das so konditionierte Medium anschließend 
wiederum auf die Tumorzellen aufgebracht.  
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Die kräftige Zunahme der Phosphorylierung der ausgewählten Proteine durch die 15-minütige 
Stimulation mit KM lässt sich auch hier wie schon in den vorherigen Versuchen reproduzieren. In der 
Analyse dieses Phosphorylierungsmusters nach der Stimulation mit eKM oder sKM von 








Abb.9 Western Blot Analyse nach 24-stündiger Behandlung der TAFs mit anschließender Stimulation 
der TFK-1 durch KM. Nach 24-stündiger Behandlungsphase der TAFs mit Sorafenib (S.) bzw. Everolimus 
(E.) wurde anschließend das so entstandene, konditionierte Medium (sKM, eKM) gewonnen und damit 
TFK-1 Zellen für 15 Minuten stimuliert. Der Versuch wurde nicht wiederholt. Links im Bild sind die 
Banden der unphosphorylierten Proteine abgebildet, rechts die phosphorylierten. Unter den 














In dieser Arbeit sollte der Einfluss immunsuppressiver Therapieansätze mit Cyclosporin A (CsA), 
Mycophenolsäure (MPA) und Everolimus auf die Interaktion von cholangiozellulären Tumorzellen und 
tumorassoziierten Fibroblasten untersucht werden. Die wesentlichen Aussagen die sich dabei aus 
dieser Arbeit ergaben sind: 
1. Primäre, aus humanen Exzidaten gewonnene, α-SMA-positive Fibroblasten stimulieren signifikant 
das Wachstumsverhalten und die Invasion von CCC-Zellen.  
2. Diese tumorassoziierten Fibroblasten produzieren eine Reihe löslicher Mediatoren (GR0α, IL-6, IL-8, 
MIF, Serpin E1). Es ist zu vermuten das diese Mediatoren den tumorprogressiven Effekt vermitteln.  
3. Die Inkubation von CCC-Zellen mit durch TAFs konditioniertem Medium führt zur Phosphorylierung 
von Akt, Erk und STAT3 in TFK-1 Zellen. In HuCCT-1 Zellen führt dieses konditionierte Medium zu einer 
Verstärkung der bereits endogen vorhandenen Phosphorylierung. 
4. Unter der Behandlung der CCC-Zellen mit CsA kommt es zu fast keiner Änderung der Zellviabilität. 
Die Behandlung mit MPA dagegen zeigt einen starken, zeit- und dosisabhängigen Effekt auf die 
Zellviabilität. Dabei ist der größte Effekt nach 96 Stunden unter einer maximalen Dosierung von 50µM 
zu beobachten. Es konnte ein Abfall der Zellviabilität auf 18 % im Falle der TFK-1 Zellen und auf 33 % 
im Falle von HuCCT-1 Zellen erreicht werden. TAFs werden durch diese Behandlung kaum 
beeinträchtigt. Everolimus zeigt einen geringeren zeit- und dosisabhängigen Effekt. Bereits unter der 
niedrigsten Dosierung von 0,5nM kann eine signifikante Reduktion der Zellviabilität gemessen werden. 
Größte Effekte waren hier nach 48 Stunden unter einer Dosis von 5µM mit einer Reduktion auf 56 % 
bei TFK-1 und 74 % bei HuCCT-1 gegenüber der unbehandelten Kontrolle zu beobachten. Eine 
Behandlung über 96 Stunden zeigt einen geringen Effekt. 
5. In der getesteten Dosierung zeigen MPA und CsA keinen Effekt auf die, durch TAFs vermittelte, 
Stimulation der Invasion von CCC-Zellen in der Ko-Kultur. Die Behandlung mit Everolimus führt zu einer 
Reduktion der Invasion unter Ko-Kulturbedingungen. 
6. Durch die Behandlung mit Everolimus kann eine durch hIL-6 ausgelöste Stimulation von STAT3 in 
CCC-Zellen reduziert werden. 
7. Everolimus zeigt in der getesteten Dosierung keinen Einfluss auf die durch TAF-konditioniertes 
Medium vermittelte Phosphorylierung von Akt, Erk oder STAT3 in TFK-1 Zellen. 
8. Die Behandlung der TAFs mit Everolimus in der ausgewählten Dosierung zeigt keinen Effekt auf die 
durch TAF-konditioniertes Medium bedingte Phosphorylierung von Akt, Erk oder STAT3 in TFK-1 Zellen. 
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6.1 Die Bedeutung α-SMA positiver, tumorassoziierter Fibroblasten beim cholangiozellulären 
Karzinom  
Bereits im Vorfeld dieser Arbeit war der progressive Einfluss eines entzündlichen Tumorstromas auf 
Tumorwachstum und Metastasierung weitreichend akzeptiert (O’Hayre et al., 2008; Sansone & 
Bromberg, 2011). Für das intrahepatische CCC konnte bereits in früheren Studien ein Zusammenhang 
zwischen der Ausprägung eines desmoplastischen Stromas und Überlebensraten der Patienten gezeigt 
werden (Kajiyama et al., 1999). Dabei fiel auf, dass Patienten mit einem höheren Anteil an 
Kollagenexpression im Stroma kürzere Überlebenszeiten aufwiesen. So können 
Extrazellularkomponenten, welche in der Leber von Fibroblasten und hepatischen Sternzellen und im 
Tumorgewebe von tumorassoziierten Fibroblasten (TAFs) produziert werden, die Tumorprogression 
von CCCs beschleunigen (Okabe et al., 2009). Es wird postuliert, dass die Änderung der 
Zusammensetzung der extrazellulären Matrix mit der Entwicklung hin zu einem desmoplastischen 
Stroma nicht nur Reaktion auf die Tumorentwicklung ist, sondern auch der Neoplasie vorausgehen und 
damit die maligne Transformation von Zellen stimulieren kann. DeFilippis et al. beschrieben dies 2012 
bereits für das Mammakarzinom. Betrachtet man die für das CCC bekannten Risikofaktoren, welche 
alle durch eine chronische Inflammation gekennzeichnet sind, muss dieser Effekt auch in Bezug auf die 
Entstehung des CCC diskutiert werden. Zu diesen Risikofaktoren zählen unter anderem parasitäre 
Infektionen der Leber und Gallenwege, virale Hepatitiden, eine chronische Hepatocholedocholithiasis 
und die primär sklerosierende Cholangitis. Im Mausmodell konnte dieser Weg von chronischer 
Entzündung hin zum CCC bereits bestätigt werden (Farazi et al., 2006). Bei p53-defizienten Mäusen 
wurde durch eine intermittierende Toxingabe eine chronische Inflammation ausgelöst. Zu beobachten 
war anschließend eine zunehmende Desmoplasie mit Zunahme der α-smooth-muscle-actin (αSMA) 
exprimierenden, fibroblastoiden Zellen, gefolgt von einem erhöhten Auftreten von CCCs. Auch bei 
Patienten mit einem CCC fielen größere Tumore sowie schlechtere Überlebensraten in Korrelation mit 
der Menge an αSMA-positiven Fibroblasten auf (Chuaysri et al., 2009). Deshalb wurden als 
grundlegender Ausgangspunkt dieser Arbeit aus Metastasen und Primärtumoren von Patienten mit 
cholangiozellulärem Karzinom fibroblastoide Zellen gewonnen und in Zellkulturmedium weiter 
kultiviert. Vorhergehende Arbeiten zu diesem Thema verwandten und beschrieben im Gegensatz dazu 
häufig nur fibroblastoide Zellen aus nicht Nicht-CCC Stroma. Im Falle der vorliegenden Arbeit wurde 
der fibroblastoide Charakter von diesen Zellen durch den immunzytochemischen Nachweis von 
Vimentin bei gleichzeitigem Fehlen von Panzytokeratin nachgewiesen. Weiterhin zeigten die Zellen 
eine ausgeprägte Positivität für αSMA. Daher wurde davon ausgegangen, dass die gewonnenen Zellen 
aktivierte TAFs darstellen und damit zur weiteren Untersuchung ihrer Fähigkeit zur Stimulation von 
CCC-Zellen geeignet sind. Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass die TAFs auf Dauer nicht stabil in einem 
Standard-Zellkulturmedium kultiviert werden konnten. Über die Zeit ließ die Rate an Zellteilung nach, 
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bis schließlich nach 20 Passagen kaum mehr eine Vermehrung erreicht werden konnte. Um einen 
realitätsnahen Versuchsaufbau zu ermöglichen wurde sich gegen die Immortalisierung der Zellen und 
für den Gebrauch der primären Zellen entschieden. Daher fanden für die anschließenden Versuche nur 
TAFs bis maximal in die 15. Passage Verwendung. TAFs wachsen im Verbund gemeinsam mit anderen 
Zellen (Affo et al., 2017). Der Wegfall der parakrinen Interaktion sowie möglicher Zell-Zell oder Zell-
Matrix Kontakte in Kombination mit dem fortgeschrittenen Alter der Spender-Patienten könnten 
mögliche Erklärungen für das reduzierte Wachstum in einer langfristigen Zellkultur sein.  
 
6.2 Durch parakrine Mediatoren vermittelte Stimulation cholangiozellulärer Tumorzellen 
Im modifizierten Boydenchamberversuch wurde das Invasionsverhalten von den zwei 
cholangiozellulären Tumorzelllinien TFK-1 und HuCCT-1 untersucht. HuCCT-1 entstammt ursprünglich 
aus dem Resektat eines intrahepatischen CCCs, TFK-1 aus einem extrahepatischen. In diesem 
Versuchsaufbau kann ein Mischeffekt aus Zellproliferation und Migration auf das Gesamtergebnis der 
gezählten Zellen nicht sicher ausgeschlossen werden. Um den Einfluss der Zellteilung möglichst gering 
zu halten wurde im Versuchsaufbau eine Zeitspanne, welche deutlich unter der Verdopplungszeit der 
Tumorzellen liegt, gewählt.  Es ließ sich feststellen das die TFK-1 Zellen sowohl durch fibroblasten-
konditioniertes Medium (KM) als auch durch parakrine Ko-Kultur mit TAFs, nicht jedoch durch fetales 
Kälberserum (FCS) in ihrem Invasionsverhalten signifikant stimuliert werden können. HuCCT-1 
hingegen zeigte bereits ohne Stimulation eine Migrationstendenz. Diese konnte durch KM nicht weiter 
gesteigert werden. FCS und die Ko-Kultur führen jedoch zu einer signifikanten Steigerung der 
abschließend gemessenen Zellzahlen.  
Ähnliche Effekte von TAFs konnten auch bereits für andere Tumorentitäten gezeigt werden. So führt 
zum Beispiel die Präsenz von Tumorfibroblasten bei Magenkarzinomzellen (Yamaguchi et al., 2014), 
Bronchialkarzinomen (Neri et al., 2017) oder Pankreaskarzinomen (Hwang et al., 2008) zu einer 
gesteigerten Tumorinvasion. Auch zum intrahepatischen Cholangiokarzinom lagen vor dieser Arbeit 
schon ähnliche Daten vor. So konnten Okabe et al. 2011 zeigen, dass αSMA-positive, hepatische 
Sternzellen über ausgeschüttete Botenstoffe zur Invasivitätssteigerung von CCC-Zellen beitragen. 
Ebenso konnte auch unsere Arbeitsgruppe bereits mehrfach zeigen dass TAFs verschiedenste 
Mediatoren sezernieren können, die dafür bekannt sind zur Stimulation von Tumorzellen zu führen 
(Bernsmeier et al., 2014; Heits et al., 2016). 
Im Weiteren wurde deshalb vermutet, dass auch im Fall dieser Untersuchung der stimulierende Effekt 
durch ähnliche, lösliche Mediatoren vermittelt wird. In der Zytokinexpressionmessung konnten als 
Hauptvertreter CD40-Ligand, Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), GR0α (CXCL1), 
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Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8 oder CXCL8), 
Interleukin 13 (IL-13), Interleukin 16 (IL-16 oder LCF), Interleukin 17-E (IL-17E oder Interleukin 25), 
Monozyten Chemotaxis Protein 1 (MCP-1 oder CCL2), Makropagen-Migration-inhibierender-Faktor 
(MIF oder GIF/DER6) und Serpin E1 (Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 oder PAI-1) identifiziert 
werden. Dies deckt sich mit den früheren Befunden unserer Arbeitsgruppe (Bernsmeier et al., 2014; 
Heits et al., 2016). Die fünf quantitativ am stärksten vertreten Mediatoren in dieser Untersuchung 
waren GR0α (CXCL1), IL-6, IL-8, MIF und Serpin E1.  
CXCL1 ist als Chemokin für seine physiologische Fähigkeit bekannt die Angiogenese zu unterstützen 
und die Rekrutierung von Leukozyten zu vermitteln. Es wurde aber auch beobachtet das CXCL1 in 
Tumoren eine Metastasierung sowie Chemoresistenz fördern kann. 2018 beschrieben Hsu et al. dass 
CXCL1, sezerniert von dentritischen Zellen die Tumorprogression im Kolonkarzinom fördert. Ähnliche 
Effekte wurden auch in anderen Tumoren beobachtet. Beim Mammakarzinomen stimuliert CXCL1 über 
Aktivierung der Proteinkinase Erk die Migration und Invasion der Tumorzellen (Yang et al., 2019) und 
in Magenkarzinomzellen wurde auch ein invasionssteigernder Effekt über die Aktivierung des Akt-
Signalweges nachgewiesen (Z. Wang et al., 2017). 
Der Makropagen-Migration-inhibierender-Faktor MIF ist ein wichtiger Bestandteil in der regulären 
Immunantwort sowie bei Entzündungsreaktionen. MIF wurde ursprünglich als Botenstoff beschrieben 
der überschießende Immunreaktionen mindern kann und verschiedene Makrophagenfunktionen, wie 
Phagozytose und Wanderung, verlangsamt (Nishihira, 2000). In den letzten Jahren wurde jedoch 
wiederholt auch pro-inflammatorische sowie das Tumorwachstum beeinflussende Effekte 
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass MIF über Stimulation der Ausschüttung von anderen 
pro-inflammatorischen Zytokinen, einer dauerhafte Aktivierung von Erk sowie Inhibition des Tumor-
Suppressorgens p53 zu einer Tumorprogression beitragen kann (Conroy et al., 2010). 
Serpin E1, auch bekannt als Plasminogenaktivatorinhibitor 1 (PAI-1) reguliert physiologisch die 
Aktivität der Urokinase sowie des Gewebs-PlasminogenAktivators und ist damit in die Steuerung von 
Gerinnungsprozessen involviert. Ursprünglich wurde daher vermutet, dass diesem Botenstoff eine 
antitumorale Wirkung innewohnt. Jedoch zeigte sich, dass PAI-1 durch die Stimulation der 
Angiogenese sowie der Proliferation und Migration vielmehr eine entscheidende Rolle bei der 
Progression vieler Tumoren zugesprochen werden muss (Kubala & DeClerck, 2019). PAI-1 kann in den 
meisten soliden Tumoren des Menschen verstärkt nachgewiesen werden. Daher gewann PAI-1 bereits 
als Biomarker mit hoher prognostischer Relevanz im klinischen Studien an Bedeutung. Die 
Mechanismen die in diesem Zusammenhang diskutiert werden sind komplex und noch nicht 
abschließend verstanden. Eine Ursache, die mit der Stimulation der Tumorprogression assoziiert wird 
ist die Überaktivierung der JAK/STAT beziehungsweise Erk-Signalwege (Kubala & DeClerck, 2019). 
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Interleukin 6 (IL-6) vermittelt seine Effekte durch die Bindung an membrangebundene oder lösliche IL-
6-Rezeptoren und die nachfolgende Aktivierung des Glykoprotein gp130. In Folge werden die JAK/STAT 
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) und MAPK (mitogen-activated protein 
kinase) Kaskaden aktiviert, was in vielfältigen Effekten resultieren kann. Zum einen wirkt IL-6 als 
Mediator von Entzündungen und Traumata, senkt Fieber und kann die Ausschüttung anderer Zytokine 
hemmen. Es ist ebenso in Wundheilungs- und Zelldifferenzierungsprozessen involviert (Kleinegger et 
al., 2019).  Die gleichen Signalwege sind aber auch in diversen soliden Tumoren aktiviert und führen 
zu einer gesteigerten Invasivität und Proliferation von Karzinomzellen (Hodge et al., 2005).  Auch im 
Zusammenhang mit der Entstehung und Progression von cholangiozellulären Karzinomen wird IL-6 
daher breit diskutiert. So wurde zum Beispiel durch Isomoto et al.  2005 beschrieben, dass in CCCs IL-
6 vermittelt das anti-apototische Protein myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1) induziert wird. Mcl-1 
wiederum vermittelt eine Resistenz gegenüber TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand). Außerdem konnte beobachtet werden, dass hohe Serumspiegel von IL-6 bei Patienten 
mit CCC mit einer schlechteren Prognose einhergehen (Cheon et al., 2007). Interessanterweise konnte 
gezeigt werden das die Level an IL-6 die von CCC-Zellen endogen produziert werden nur gering sind 
(Dokduang et al., 2014a; Isomoto et al., 2005). Dies unterstützt die These, dass das Tumorumfeld und 
damit maßgeblich auch TAFs, über die parakrine Wirkung von löslichen Mediatoren bedeutend an der 
Entwicklung von CCCs beteiligt ist.  
Das Zytokin IL-8 unterstützt ebenfalls in verschiedenen Tumoren das Zellwachstum über eine Bindung 
an G-Protein-gekoppelte Membranrezeptoren und der anschließenden Aktivierung von PI3K und 
MAPK Signalwegen. Dieser Einfluss wurde unter anderem bereits für Kolon-, Pankreas- und 
Mammakarzinome beschrieben (Alfaro et al., 2017; Lee et al., 2012; Matsuo et al., 2009). Da die 
Serumspiegel von IL-8 in vielen Fällen mit der Schwere des Tumorleidens assoziiert sind werden diese 
mittlerweile auch zur Überwachung des Therapieerfolges verwandt (Sanmamed et al., 2014). 
Die in dieser Arbeit beobachtete Erhöhung der Invasivität der CCC-Zellen nach Stimulation mit dem 
durch TAFs konditioniertem Medium wurde daher maßgeblich diesen parakin wirkenden Mediatoren 
zugeschrieben. Um dies abschließend zu beweisen wären jedoch weitere Untersuchungen, zum 
Beispiel mit der gezielten Blockade der einzelnen Zytokine durch spezifische Antikörper, im Rahmen 
der Stimulation mit konditioniertem Medium notwendig. 
 
6.3 Stimulation intrazellulärer Signalwege beim cholangiozellulären Karzinom 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die TAFs durch die Sezernierung von 
verschiedenen löslichen Botenstoffe in der Lage sind, in CCC-Zellen intrazelluläre 
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Signaltransduktionswege zu stimulieren. In der Western Blot Analyse gelang der Nachweis einer 
gesteigerten Phosphorylierung der Proteinkinasen Akt und Erk sowie des Transkriptionsfaktors STAT3. 
Der PI3K/Akt-Signalweg ist einer der wichtigsten intrazellulären Signaltransduktionwege und ist bei 
vielen Zellvorgängen beteiligt. Über diesen Weg werden Zellwachstum und Proliferation sowie 
Zellstoffwechsel reguliert. Ein Schlüsselmechanismus hierbei ist die Regulation der zytoplasmatischen 
beziehungsweise nukleären Lokalisation seiner spezifischen Substrate, welche dann im Zellkern als 
Transkriptionsfaktoren wirken können. So inaktiviert Akt beispielsweise über eine Phosphorylierung 
auf Proteinebene die proapoptotischen Faktoren BAD und Pro-Caspase-9 sowie Forkhead-Box-
Proteine (FOX). Die Expression von Fas-Ligand, eines weiteren proapoptotischen Faktors, wird so 
reduziert (Fresno Vara et al., 2004). Zusätzlich wurde für verschiedene Tumorzelllinen gezeigt das Akt 
auch über eine Desensibilisierung der Zellen gegenüber TRAIL den Zelltod minimiert (Q. Wang et al., 
2002). Auf der anderen Seite wirkt Akt auch über die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren 
`cAMP-respone element binding´-Protein (CREB) und der IkB-Kinase, welche beide die Expression anti-
apoptotischer Gene regulieren. Weiterhin hat Akt auch einen Einfluss auf die Zellzyklusprogression und 
das Zellwachstum über verschiedenste nachgeschaltete Wege. Ein wichtiger Vertreter ist in diesem 
Zusammenhang ̀ mechanistic Target of Rapamycin´ (mTOR). Der PI3K/Akt/mTOR Signalweg ist in vielen 
Tumoren hyperaktiviert und bewirkt über seine Hochregulierung eine Wachstumssignalautonomie, 
eine Insensitivität gegenüber antiproliferativen Signalen, eine Hemmung der Apoptose sowie 
Stimulierung der Angiogenese (Aoki & Fujishita, 2017; Ersahin et al., 2015). Für das CCC konnten 
Yothaisong et al. 2013 eine verstärkte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges in mehr als 50 % der 
untersuchten Tumorgewebe von Patienten sowie in Zelllinien nachweisen. Außerdem zeigte sich eine 
Korrelation diese Erhöhung mit einer schlechteren Prognose. Ausgehend von diesen Erkenntnissen 
befinden sich bereits verschiedene experimentelle PI3K/Akt-Inhibitoren in der präklinischen 
Erprobung.  
Die `Extracellular-signal regulated Kinases´ (Erks) gehören zur Gruppe der Mitogen-aktivierten Kinasen 
(MAP-Kinasen). Sie können über verschiedene extrazelluläre Signale aktiviert werden und regulieren 
ihrerseits zelluläre Prozesse wie Zelldifferenzierung und Proliferation. Der MAPK/Erk Signalweg, oder 
auch bekannt als Ras-Raf-MEK-Erk Signalweg ist eine Kette von Proteinen welche die Signale 
membranständiger Rezeptoren über verschiedene Proteasen bis zur Gentranskription kaskadenartig 
übersetzten und zu einer gesteigerten Proliferation und Überleben der Zellen führen. Die dabei 
ablaufenden Prozesse sind unter normalen Umständen durch andere Proteasen bidirektional streng 
reguliert (Mendoza et al., 2011). Dazu gehören auch Akt und mTOR. In vielen Tumoren kann 
beobachtet werden, dass diese Regelkreise gestört sind und es durch Mutationen zur abnormen 
Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges kommt. Unterschiedliche Mutationen in der 
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Signalkaskade konnten so zum Beispiel in Melanomen, kolorektalen Karzinomen oder 
Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden (Burotto et al., 2014). Auch für das cholangiozelluläre 
Karzinom konnten Mutationen mit nachfolgender Stimulation in diesem Signalweg gezeigt werden (Sia 
et al., 2013). Der gezielten Inaktivierung dieser mutierten Moleküle kommt in der aktuellen 
onkologischen Forschung ein großer Stellenwert zu.  
Die Überaktivierung von `Signal-transducer and activator of transcription 3´ (STAT3) durch Zytokine, 
unter anderem aus der IL-6 Familie, ist für verschiedene solide Tumoren ausgiebig beschrieben. Auch 
bei der Karzinogenese des cholangiozellulären Karzinoms spielt STAT3 als Transkriptionsfaktor für 
Gene die Proliferation, Invasion und Apoptose steuern eine entscheidende Rolle (Xiong et al., 2014).  
Physiologisch kommt es nach der Bindung von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen an 
membranständige Rezeptoren zur Aktivierung von Januskinasen was schlussendlich in einer 
Phosphorylierung und Dimerisierung von STAT3 mündet. Danach kommt es  zu einer Translokation des 
Proteins in den Zellkern wo STAT3 dann spezifische DNA-Sequenzen binden und als 
Transkriptionsfaktor die Genexpression reguliert (Schust et al., 2006). Dieser IL-6/STAT3 Achse scheint 
bei der Progression des CCC eine große Bedeutung zuzukommen. Bereits 2005 konnte von Isomoto et 
al. gezeigt werden, dass IL-6 zu einer Überaktivierung von STAT3 in CCCs führen kann, nicht aber in 
normalen Cholangiozyten. Diese Überaktivierung geht nachweislich mit einer schlechteren Prognose  
für CCC einher und könnte sich in der klinischen Diagnostik als prognostischer Faktor erweisen 
(Dokduang et al., 2014). 
In dieser Arbeit konnte die gesteigerte Phosphorylierung der entsprechenden Proteasen Akt und Erk 
sowie von STAT3 bei CCC Zellen bereits nach wenigen Minuten Inkubation mit TAF-konditioniertem 
Medium gemessen werden. Diese hielt über mehrere Stunden an. Es ist anzunehmen, dass über die 
Aktivierung dieser Signalwege der Haupteffekt der TAF-bedingten Stimulation der CCC Zellen 
vermittelt wird. Um die Wirkung der verschiedenen Komponenten des konditionierten Mediums 
weiter zu verstehen, wäre es jedoch notwendig die aufgeschlüsselten Mediatoren einzeln auf deren 
Einfluss auf die beschriebenen Signalwege zu untersuchen. Auch erscheint die weitere Untersuchung 
des parakrinen Einflusses von TAFs auf CCCs vielversprechend. Um den Einfluss auf Migration und 
Proliferation weiter zu differenzieren könnte sich beispielsweise ein Chemotaxis Versuchsaufbau oder 





6.4 Der Einfluss immunsuppressiver Medikamente auf CCCs und TAFs 
6.4.1 Cyclosporin A 
Das Immunsuppressivum Cyclosporin A (CsA) ist einer der wichtigsten Wirkstoffe in der Prävention 
akuter und chronischer Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantation. Dabei ist seine Wirkung 
maßgeblich durch die Inhibition der Sekretion von Interleukin 2 (IL-2) aus T-Zellen sowie die 
Stimulation der Sekretion von TGF-ß, einem starken Inhibitor der T-Zell Proliferation, zurückzuführen. 
Der Einfluss von CsA auf cholangiozelluläre Karzinome, gerade in Hinblick auf die potenzielle 
Möglichkeit des Einsatzes nach einer Lebertransplantation bei frühen, aber sonst inoperablen 
perihilärem cholangiozellulärem Karzinom ist bis jetzt nicht untersucht. Bereits bekannt und allgemein 
akzeptiert ist, dass CsA bei Patienten nach Organtransplantation das Risiko des Auftretens von 
Hauttumoren, Nierenzelltumoren und Lymphomen erhöht (Tremblay et al., 2002). Weiterhin wurde 
bei Patienten die CsA nach einer Lebertransplantation im Rahmen eines hepatozellulären Karzinoms 
(HCC) erhielten ein negativer, kumulativ-dosisabhängiger Effekt  auf das Langzeitüberleben festgestellt 
(Vivarelli et al., 2002). Diese Ergebnisse passen mit Experimenten zusammen die im Rattenmodel eine 
höhere Rezidivrate von HCCs nach Lebertransplantation unter Therapie mit CsA zeigen (Freise et al., 
1999). Tjon et al. beschrieben 2010 ebenfalls ein erhöhtes Auftreten von verschiedenen 
Tumorentitäten nach Lebertransplantation mit anschließender CsA Behandlung. Verglichen wurde 
dort die Behandlung unter anderem mit Tacrolimus, ebenfalls ein Medikament aus der Gruppe der 
Calcineurininhibitoren. Weiterhin muss diskutiert werden, dass der tumorprogressive Effekt von CsA 
durch andere Risikofaktoren ausgelöst oder verstärkt werden kann. So berichten Marcil & Stern 2001 
von einem erhöhten Risiko für Plattenepithelkarzinome der Haut nach der Behandlung von 
Psoriasispatienten mit CsA in Kombination mit ultravioletter Lichtexposition.  
Dem gegenüber stehen Beobachtungen zu reduziertem Auftreten von Rektumkarzinomen und 
Mammakarzinomen (Stewart et al., 1995, 1997) sowie in vitro Studien zur Reduktion der Proliferation 
und Migration von Harnblasen- und Prostatakarzinomzellen unter einer CsA Therapie (Kawahara, 
Kashiwagi, Ide, Li, Zheng, Ishiguro, et al., 2015; Kawahara, Kashiwagi, Ide, Li, Zheng, Miyamoto, et al., 
2015). Weiterhin wurde berichtet, dass CsA bei Magenkarzinomzellen die Proliferation hemmt und 
Apoptose induzieren kann (Xing et al., 2016). Die genaue Ursache-Wirkungsbeziehung zwischen den 
Calcineurininhibitoren und der Stimulation beziehungsweise Inhibition der Tumorprogression bleiben 
somit nicht komplett verstanden und gerade in Bezug auf deren Einsatz als Immunsuppressivum nach 
Organtransplantation weiterhin diskussionswürdig.  
Bei der in dieser Arbeit durchgeführte Messung der Zellviabilität sowie der Messung des Einflusses auf 
das Invasionsverhalten der CCC-Zellen zeigte die Behandlung mit CsA keinen relevanten Effekt. 
Tumorprogressive Effekte über die Steigerung der Sekretion von Zytokinen (Hojo et al., 1999) oder 
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Aktivierung von intrazellulären Signalwegen (Datta et al., 2009; Han et al., 2010), wie sie durch andere 
Autoren beschrieben wurden, demaskierten sich in diesem Ko-Kultur Versuchsaufbau nicht. 
Möglicherweise könnten längere Behandlungsdauern sowie Messungen der sezernierten 
Zytokinmengen nach Behandlung weiteren Aufschluss liefern. Zusätzliche In-vitro Studien sind hier 
notwendig. Auf Grundlage des ausbleibenden Effektes auf die Zellviabilität und Invasivität der 




Die Substanz Mycophenolsäure beziehungsweise ihre Prodrugs Mycophenolatmofetil und 
Mycophenolat-Natrium werden seit einigen Jahren gern zur Langzeitprävention von 
Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantationen eingesetzt (Manzia et al., 2005). Zusätzlich zu 
ihrer gut dokumentierten, immunsuppressiven Wirkung durch die Hemmung der 
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) und damit der de-novo Guanosinmonophosphat 
Synthese wird in den letzten Jahren aber auch vermehrt deren anti-neoplastischen Eigenschaften 
untersucht. Ein genereller, progressionshemmender Effekt ist schon lang bekannt. Bereits kurz nach 
seiner Isolierung aus Penicillium Kulturen wurden antibakterielle, antivirale und antitumorale Effekte 
von MPA beobachtet (Williams et al., 1968). In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass 
MPA über die Hemmung von IMPH, besonders durch die IMPH2 Inhibition, die Proliferation 
verschiedener Tumoren hemmen und Apoptose induzieren kann (Takebe et al., 2006; Tressler et al., 
1994; Végso et al., 2007).  Für das hepatozelluläre Karzinom (HCC) konnten kürzlich Chen et al. in 2019 
sowohl im Mausmodel nachweisen, dass die MPA-Therapie zu einem verminderten Wachstum des 
Tumorgewebes als auch bei der Therapie von Patienten mit HCC zu einer geringeren Lokalrezidivrate 
führt. Ein Mechanismus der hier zusätzlich zur Inhibition von IMPDH diskutiert wird ist die Induktion 
des p53-Proteins und weiterer, durch p53-regulierte Proteine. Ein solcher Anstieg des p53-Protein 
Levels könnte in Folge zu einem Zellzyklusarrest während der S-Phase und Induktion von Apoptose in 
Folge von DNA-Schädigung führen (Takahashi et al., 2011).  Allerdings ist dieser Effekt auf wt-p53 Zellen 
beschränkt. 
Aufgrund der fehlenden Nierentoxizität im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva und den 
vorbeschriebenen antitumoralen Effekten bietet MPA eine Alternative zur sonstigen 
immunsuppressiven Therapie, beispielsweise mit Calcineurininhibitoren. Der Einfluss von MPA auf 
cholangiozelluläre Tumore wurde bislang jedoch noch nicht untersucht. 
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der CCC-Zelllinien TFK-1 und HuCCT-1 mit 
klinisch üblichen Dosierungen von MPA zu einem starken Rückgang der Zellviabilität führt. 
Dementgegen zeigt MPA nach 96-stündiger Behandlung auch in hohen Dosierungen kaum einen 
Einfluss auf das Wachstum von TAFs. Dies ist vermutlich den unterschiedlichen Zellverdopplungszeiten 
und dem damit verbundenen geringeren Effekt der Hemmung der IMPDH geschuldet. Dies legt auch 
eine Untersuchung von Chen et al. aus 2015 nahe. Sie konnten zeigen, dass schnellproliferierende 
Zellen stärker durch MPA inhibiert werden können als langsam proliferierende. Was in der 
Untersuchung weiterhin zu beobachten war ist, dass auch in den höchsten, getesteten Dosierungen 
keine Reduktion der CCC-Zellzahl auf null erreicht werden konnte. Dafür könnte es verschiedene 
Erklärungen geben. Eine mögliche Ursache könnten residuale Level an Guanosinphosphaten in den 
Tumorzellen, beziehungsweise die Wiederverwertung von Abbauprodukten über sogenannte Salvage-
Pathways sein. Experimentell induzierte Blockaden der Bindungstellen von MPA an IMPDH in 
verschiedenen Tumorzellen konnten ebenfalls den inhibitorischen Effekt von MPA unterbinden (Chen 
et al., 2015). 
Für diese Arbeit wurde auch der Einfluss von MPA in einer niedrigen, sub-klinischen Dosierung auf CCC-
Zellen in Ko-Kultur mit TAFs untersucht. Diese niedrige Dosierung wurde gewählt um potentielle 
Effekte in der Ko-Kultur von dem bereits bekannten Einfluss auf die Zellviabilität zu unterschieden. Ein 
zusätzlicher Effekt dieser niedrigen Dosierung, auf die durch TAFs vermittelte Stimulation der CCC-
Zellen, konnte jedoch nicht festgestellt werden. Möglicherweise war die in diesem Testsetting 
verwendete Dosierung zu niedrig um eine wirksame Hemmung der IMPDH in den Tumorzellen oder 
TAFs zu erreichen. Weitere in-vitro Untersuchungen in einem geänderten Versuchsaufbau könnten 
hier hilfreich sein. Durch eine Behandlung der Zellen mit MPA, bevor die Zellen in Ko-Kultur gebracht 
werden, könnte ein möglicher Messfehler durch veränderte Zellzahlen minimiert werden. Dann wären 
gegebenenfalls auch höhere Dosierungen an MPA möglich und sinnvoll zu testen.  In Anbetracht der 
guten Ergebnisse in der Reduktion der Zellviabilität von CCC-Zellen und den ersten klinischen Erfolgen, 
beispielsweise bei der Therapie des HCC (Chen et al., 2019), erscheint eine weiter Untersuchung des 
Einflusses von MPA als Immunsuppressivum nach Lebertransplantation beim CCC ebenfalls sinnvoll. 
 
6.4.3 Everolimus 
Über die Bindung an den ̀ FK-binding protein complex´ (FKBP-12) und der damit verbundenen Blockade 
des mTOR-Komplexes vermitteln Rapamycin und dessen Derivate, darunter auch Everolimus, seine 
Haupteffekte. Es folgt die Herunterregulierung von nachgeschalteten Proteinkinasen und spezifischen 
mRNAs, welche für den Zellzyklusfortschritt notwendig sind. Diese Wirkung, welche schlussendlich in 
einer effektiven Blockade der Interleukin 2 vermittelten Aktivierung von Lymphozyten resultiert, ist 
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der Hauptgrund für die immunsuppressiven Effekte der mTOR-Inhibitoren. Bereits frühe Studien 
beschrieben jedoch auch antitumorale Effekte dieser Wirkstoffklasse (Eng et al., 1984). Das Interesse 
an diesen Effekten ließ im Verlauf jedoch nach und die mTOR Inhibitoren wurden unter dem 
Gesichtspunkt der Immunsuppression weiterentwickelt. Erst in den letzten Jahren keimte das 
Interesse wieder auf und es konnte gezeigt werden, dass Rapamycinanaloga, sowie Zweit- und 
Drittgenerations Präparate einen Stellenwert in der Therapie verschiedener solider Tumoren besitzen 
(Tian et al., 2019). Everolimus als ein klassisches Rapamycinderivat ist so aktuell auch zur Behandlung 
von Nierenzellkarzinomen, von fortgeschrittenen hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomen 
sowie neuroendokrinen Tumoren zugelassen. Dabei wirkt Everolimus, im Gegensatz zu neueren Zweit- 
und Drittgeneration mTOR-Inhibitoren, auf Grund der unterschiedlichen Zusammensetzung der 
regulatorischen Untereinheiten von mTORC1 und mTORC2 nur über die Hemmung des `mechanistic-
Target of Rapamycin Komplexes 1´ (mTORC1) (Faivre et al., 2006). 
mTORC2 kann durch verschiedene Wachstumsfaktoren direkt über Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) 
aktiviert werden. Dies sorgt für die Phosphorylierung von anderen Proteinen, wie zum Beispiel Akt, 
und reguliert die Aktivität der nachgeschalteten GTPasen Rac und Rho, welche wiederum mit der 
Ausbildung des Aktin Zytoskelettes, dem Zellüberleben und der Migration assoziiert sind (Pópulo et al., 
2012). Es wird davon ausgegangen, dass mTORC2 gegenüber Rapamycin resistent ist. Jedoch wurde 
beschrieben, dass Langzeitbehandlungen mit Rapamycin über mehr als 24 Stunden zur Behinderung 
der mTORC2 Bildung durch eine Störung der de-novo Synthese von mTOR-Molekülen führen kann 
(Sarbassov et al., 2006).  
Die mTORC1 Signalkaskade wird über PI3K und die darüber phosphorylierte Proteinkinase Akt aktiviert. 
Diese Aktivierung führt zur Phosphorylierung der nachgeschalteter Moleküle S6K1 und 4EBP1, welche 
zur Translation verschiedener mRNAs beitragen. In Folge dessen kommt es zu einem beschleunigten 
Zellwachstum, einer gesteigerten Proliferation sowie verbessertem Überleben gerade in Tumorzellen 
(Pópulo et al., 2012). Über die Inhibition dieses Signalweges vermittelt Everolimus wahrscheinlich 
ausschließlich zytostatischen Effekte. Eine explizite Zytotoxizität konnte bislang nicht beobachtet 
werden.  
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass 
Everolimus dazu in der Lage ist die Zellviabilität von CCC-Zellen bereits in niedriger, subklinischer 
Dosierung signifikant zu reduzieren. Jedoch war das Gesamtausmaß mit einer Reduktion um etwa 25% 
im Falle der HuCCT-1 und um 44% im Falle der TFK-1 auch in höheren Dosierungen verhältnismäßig 
gering. Dies spricht dafür, dass in diesen Tumorzellen gegensinnige Signalwege ablaufen. Vielmehr 
konnte beobachtet werden, dass die Behandlung mit Everolimus in niedriger Konzentration zu einer 
eigenständigen Phosphorylierung von Akt führt. Gleiches beschrieben O’Reilly et al. 2006 bereits für 
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Rapamycin und vermuteten einen zugrundeliegenden Mechanismus durch die Hochregulierung von 
parallel ablaufenden Feedbackschleifen.  
Weiterhin fand sich, dass Everolimus einen gleichsinnigen Einfluss auf tumorassoziierte Fibroblasten 
zeigte. Auch hier war eine Reduktion der Viabilität um etwa 20% zu verzeichnen. Weiterhin konnte 
festgestellt werden, dass Everolimus dazu in der Lage ist der durch TAFs vermittelten Stimulation der 
Invasion von CCC-Zellen entgegenzuwirken. Es muss dabei jedoch diskutiert werden ob der gemessene 
Effekt einzig der Hemmung dieser parakrinen Stimulation geschuldet ist oder nicht auch zum Teil durch 
eine, wie bereits zuvor beschriebene, direkt zytostatische Wirkung auf die CCC-Zellen bedingt war. 
Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die Behandlung von TAFs mit Everolimus zu einer 
Reduktion von sezernierten Zytokinen wie IL-6 führen kann (Heits et al., 2016). Daher wurde in dieser 
Arbeit der Einfluss von IL-6 weiter untersucht und es konnte festgestellt werden, dass eine 24-stündige 
Behandlung mit Everolimus in einer Konzentration von 1µmmol die IL-6 vermittelte Aktivierung von 
STAT3 in den CCC-Zellen reduzieren kann. Dieser Effekt ist höchstwahrscheinlich auf Interaktionen 
zwischen mTORC1 und STAT3 zurückzuführen. Auch in andern Zellen konnten ähnliche regulatorisch 
hemmende Schleifen bereits nachgewiesen werden (Bezzerri et al., 2016). 
Im Versuchsaufbau mit der Stimulation durch fibroblastenkonditioniertes Medium (KM) konnten diese 
Ergebnisse jedoch nicht reproduziert werden. Auch eine zuvor durchgeführte Behandlung der TAFs mit 
Everolimus in der gleichen Konzentration änderte daran nichts. Einen Effekt auf die durch KM 
verstärkte Phosphorylierung von Akt und Erk zeigte sich ebenso nicht. Eine mögliche Erklärung ist, dass 
durch in den CCC Zellen simultan ablaufende Signaltransduktionswege sowie die diversen parakrinen 
Mediatoren bereits geringe Mengen der unterschiedlichen Zytokine und Wachstumsfaktoren 
ausreichen um in der Summe eine maximale Reaktion hervorzurufen. Geringe Änderungen in der 
sezernierten Zytokinmenge, beziehungsweise geringe intrazelluläre Hemmung der Signalwege über 
mTORC1 reichen dann eventuell nicht aus um einen Effekt zu demaskieren. Diese These wird auch 
durch andere Autoren unterstützt. So stellten Tian et al.2019 heraus, dass Everolimus und andere 
Erstgenerations-Rapamycinanaloga trotz ihrer vielversprechenden in-vitro Ergebnisse in-vivo deutlich 
geringere Effekte zeigen. Sie führen dies auf die isolierte Hemmung des mTORC1 sowie konsekutiv 
aktivierte, regulatorische Feedbackschleifen zurück. Eine duale Hemmung von mTORC1 und mTORC2 
sowie zusätzliche Inhibition von anderen Schlüssen-Signalwegen könnte die Wirksamkeit verbessern. 
Dies konnte bereits im Rahmen der akuten myeloischen Leukämie erfolgreich gezeigt werden (Altman 
et al., 2011). Neue Generationen von mTOR-Inhibitoren, welche nicht spezifisch für einen mTOR-
Komplex sind, sowie duale PI3K/mTOR-Inhibitoren befinden sich derzeit für diverse Tumore in der 
präklinischen und klinischen Erprobung (Tian et al., 2019).  
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In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit sowie der aktuellen Entwicklung könnte es sich 
als vielversprechend erweisen mTOR-Inhibitoren sowie Inhibitoren der Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase wie Mycophenolsäure als Bestandteil der immunsuppressiven Strategie bei 
Transplantationspatienten, gerade bei solchen mit CCCs, weiter zu untersuchen und als Ergänzung zu 

























Die Diagnose eines cholangiozellulären Karzinoms geht aufgrund der stark limitierten kurativen 
Behandlungsmöglichkeiten und des rasch vorschreitenden Tumorwachstums mit einer sehr schlechten 
Prognose einher. Zwar befinden sich systemisch-medikamentöse Therapien in der Erprobung, diese 
können momentan jedoch nur unterstützend zur operativen Resektion wirken. Bei Patienten mit 
früher Diagnose eines jedoch nicht resektablem, perihilären CCC bietet die orthotope 
Lebertransplantation eine mögliche Alternative zu diesem Therapiekonzept. Dadurch ist innerhalb 
dieser hochselektionierten Patientengruppe eine deutliche Verbesserung der Prognose erreichbar.  
Um die Entstehung und Progression eines Tumors zu verstehen ist es notwendig auch das Tumorzell-
umgebenden Gewebe mit zu betrachten. Αlpha-smooth-muscle-actin- (αSMA-) positive Fibroblasten 
konnten als Hauptvertreter der tumorassoziierten Zellen im entzündlichen Tumorstroma von CCCs als 
funktionell entscheidender Parameter identifiziert werden. In diesem Zusammenhang ist der Einfluss 
einer immunsuppressiven Therapie, die sich an jede Organtransplantation anschließen muss, bislang 
noch kaum verstanden.  
Daher sollte es Ziel der vorliegenden Arbeit sein, die Wirkung verschiedener typischer 
Immunsuppressiva (Cyclosporin A, Mycophenolsäure und Everolimus) auf cholangiozelluläre 
Tumorzellen und tumorassoziierte Fibroblasten (TAFs) hin zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden 
erfolgreich primäre TAFs aus Resektaten von Patienten isoliert und kultiviert. Es konnte gezeigt 
werden, dass diese über proinflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-8, CXCL1, MIF und Serpin E1 in der 
Lage sind die CCC-Zelllinien HuCCT-1 und TFK-1 zu stimulieren. Als intrazelluläre Signalwege für deren 
Wirkung konnten STAT3, Akt und Erk bestätigt werden. Sowohl durch die Behandlung mit 
Mycophenolsäure aus auch mit Everolimus ließ sich die Zellviabilität der CCC-Zellen dosisabhängig 
deutlich reduzieren. Unter der maximalen Konzentration von Mycophenolsäure wurde nach 24 
Stunden eine Reduktion um 30 % (TFK-1) bzw. 28 % (HuccT-1) erreicht sowie um bis zu 81 % (TFK-1) 
bzw. 66 % (HuCCT-1) nach 96 Stunden. Durch Everolimus wurde die Viabilität um 26 % (TFK-1) bzw. 20 
% (HuCCT-1) nach 24 Stunden sowie um 43 % (TFK-1) bzw. 15 % (HuCCT-1) nach 96 Stunden reduziert. 
Cyclosporin A zeigte keinen Effekt. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass durch Everolimus der 
Ko-Kultur-vermittelte, stimulierende Effekt von TAFs auf CCC-Zellen gemindert werden kann. Eine 
Reduktion der migrierten Zellen um 42 % bei TFK-1 bzw. um 28 % bei HuCCT-1 gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle waren nachweisbar. Bezüglich des Wirkmechanismus konnte gezeigt 




In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und den vielversprechenden Erfolgen nach 
Lebertransplantationen bei phCCC-Patienten ergibt sich daraus die Implikation gegebenenfalls 
bewährte Therapieschemata durch den gezielten Einsatz von ausgewählten Immunsuppressiva wie 
Mycophenolsäure oder Everolimus zu ergänzen. Gerade im Hinblick auf die limitierte und wohl auch 
in Zukunft kaum steigende Anzahl an verfügbaren Spenderorganen erscheint eine individuelle 
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